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CAPÍTULO I 
 
Tecia solanivora, Povolny (Lepidoptera:Gelechiidae) 	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1.1. Introducción 	  
El cultivo de la papa (Solanum tuberosum) se ha mantenido en la última década en el cuarto 
lugar en la producción agropecuaria nacional, con un promedio de producción por hectárea 
de 15 a 18 toneladas (Agronet, 2014), permitiendo que alrededor de 90.000 familias se 
encuentren vinculadas con la explotación directa de este cultivo y produzca cerca de 20 
millones de jornales al año (Espinal et al., 2005). Es el producto de origen agrícola que 
posee la mayor demanda de fungicidas e insecticidas químicos después del café (Espinal et 
al., 2005), práctica que además de incrementar el costo de producción, genera resistencia en 
las poblaciones de insectos, produce problemas en la salud humana y ocasiona un impacto 
negativo sobre el ambiente (Konstantinou et al., 2006; Dominguez et al., 2009). En ese 
contexto, la polilla guatemalteca (Tecia solanivora Povolny, 1973) (Lepidoptera: 
Gelechiidae) es una de las principales plagas causantes de la alta cantidad de aplicaciones 
de insecticidas químicos en este cultivo, debido al daño que causa su estadío larval a los 
tubérculos de papa tanto en campo como en almacenamiento, afectando su calidad y 
ocasionando pérdidas económicas que oscilan entre 50 y 100% de la producción del cultivo 
(Herrera, 1997; MacLeod 2005).  
 
T. solanivora fue reportada como plaga por primera vez en Guatemala en 1956, momento 
desde el cual, se ha venido dispersando y adaptando con gran rapidez en otros países de 
Centro y Suramérica e incluso España. Fue reportada en Costa Rica en 1970, Panamá, 
Honduras y San Salvador en 1973, Venezuela en 1983, Colombia en 1985, Ecuador en 
1996, Islas Canarias en España en 1999 y México en 2011  (Hooker, 1980; Hilje, 1994; 
Herrera, 1997; Torres, 1998; García et al., 2002; Niño, 2004; Roblero et al., 2011). 
 
Desde que el insecto se reportó en Colombia en 1985, en los departamentos de Santander y 
Norte de Santander, este ha estado ocasionando pérdidas en la producción de los cultivos de 
papa. Por su alto grado de adaptación, continuidad geográfica en intercambio vial intra e 
interdepartamental, en 1993 alcanza a infestar la zona papera del Altiplano 
Cundiboyacense, donde se cultivan más de 50.000 hectáreas y posteriormente llega a las 
	   19	  
zonas productoras del departamento de Antioquia (Botero et al 1995; Varela, 1996; 
Sandoval y Vilatuña, 1998; Osorio et al 2001). Actualmente, esta plaga se encuentra en 
todas las zonas paperas del país afectando indiscriminadamente la semilla almacenada y 
tubérculos en campo (Herrera, 1997; Villanueva et al., 2009).  
 
Es por todo lo anterior que T. solanivora se considera como la plaga entomológica más 
dañina del cultivo de la papa en Centro y Sur América (Puillandre et al., 2008; Torres-
Leguizamon et al., 2011), llegando a ser más perjudicial que el gusano blanco 
Premnotrypes vorax (Sandoval y Vilatuña et al., 1998).  
 
El ciclo biológico del insecto ha sido ampliamente estudiado. T. solanivora se caracteriza 
porque durante su ciclo de vida pasa por una metamorfosis completa: huevo, larva, pupa y 
adulto. La duración de cada uno de estos estados es afectado por las condiciones 
ambientales, siendo la temperatura y la humedad relativa los factores que más influyen, 
observándose una relación inversa entre la duración del desarrollo y la temperatura (Torres, 
1989; Notz, 1995; Niño, 2004).  
 
Respecto a su control, la mayoría de los esfuerzos utilizados en el control de esta plaga se 
basan en el uso de insecticidas químicos con 12 a 24 aplicaciones por período de cultivo 
(Hilje, 1994; MacLeod, 2005). Controladores biológicos tipo Baculovirus (Baculoviridae) 
han sido estudiados (Cuartas et al., 2009; Espinel et al., 2010; Chaparro et al., 2010; 
Quiroga et al., 2011; Gómez et al., 2011, 2012a, 2012b; Espinel et al., 2012, Carpio et al., 
2013), así como cepas y derivados de Bacillus thuringiensis (Bt) (Berliner, 1915) (Schnepf 
et al., 1998; Iriarte y Caballero, 2001; Villanueva et al., 2009; López et al., 2010), e incluso, 
esfuerzos para su control mediante plantas mejoradas genéticamente (Valderrama et al., 
2007; Torres et al., 2012, 2012a) o con feromonas (Galindo et al., 2004; Bosa et al., 2005, 
Bosa et al., 2006; Bosa et al., 2008; McCormick et al., 2012).  
 
Sin embargo, el conocimiento de la biología evolutiva de esta plaga es pobre en nuestro 
país y en el mundo, con solo dos estudios basados en la genética de la especie, realizados 
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por Puillandre et al (2008) y Torres-Leguizamon (2011). En la biología evolutiva, el uso de 
las herramientas moleculares juega un papel fundamental en la identificación de la 
variación genética de las especies (a nivel del gen o de una secuencia de un gen) con el fin 
de definir si sus poblaciones se encuentran genéticamente estructuradas, si presentan 
asociación a plantas hospederas (especies polífagas, oligófagas y monófagas), si su 
comportamiento migratorio varía por población, si han sufrido de cuellos de botella o de 
fenómenos de recolonización y extinción. Entre los insectos que se han estudiado a este 
nivel se encuentran: Ostrinia nubilalis en Francia (secuenciación de genes nucleares Tpi, 
aloenzimas) (Martel et al., 2003), Bemisia tabaci en todo América y el mediterráneo 
(microsatélites y secuenciación del gen mitocondrial COI) (De Barro et al., 2005), 
Spodoptera frugiperda en el Hemisferio Occidental (AFLP, PCR-RFLP del gen COI, PCR 
del gen FR) (Prowell et al., 2004; Saldamando y Vélez -Arango, 2010; Velásquez- Vélez et 
al., 2011), Neulocinodes elegantalis en Colombia (secuenciación del gen COI) (Díaz-
Montilla et al., 2013), Helicoperva armigera en África y Europa (aloenzimas) (Nibouche et 
al., 1998), Photorimea opercullela en Estados Unidos (AFLP) (Medina et al., 2010), 
Heliothis virescens en Brasil (secuenciación de genes COI, COII y NAD6) (Albernaz et al., 
2012), entre otros insectos.  
  
Pulliandre et al. (2008) encontraron una baja variabilidad genética de T. solanivora en 
Suramérica, particularmente en Colombia, representada por un bajo número de haplotipos, 
y adicionalmente conluyeron que el insecto pasó por un cuello de botella. Estas 
interpretaciones de la biología evolutiva del insecto se pudieron generar por el tipo de 
marcador molecular escogido en su estudio, más que por el proceso evolutivo que haya 
ocurrido en la plaga, debido a que emplearon el gen mitocondrial citocromo b (cytb) como 
marcador molecular. Diferentes genes evolucionan a diferentes tasas (Hartl y Clark, 1997) 
y por ello representan diferentes niveles de variabilidad genética de individuos de una 
misma especie o en diferentes niveles jerárquicos en la filogenia de un grupo. Es 
importante resaltar que el gen ctyb en insectos presenta una tasa de evolución más lenta que 
el gen de la citocromo oxidasa I (COI), el primero se ha utilizado en la entomología médica 
para identificar especies de un mismo género y en algunos casos dentro de un mismo orden, 
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mientras que el segundo para evaluar la diferenciación genética a nivel de especie,  
(Freeland, 2005), perimitiendo un análisis de la diferenciación genética y filogenia de los 
insectos con una mayor resolución (dada su alta taza de cambio nucleotídico) ( Simmons y 
Weller, 2001). 
 
Es particularmente interesante, que en Colombia, se haya considerado que las poblaciones 
de T. solanivora presentan una baja variabilidad genética, y más aún, cuando este país 
presenta marcadas diferencias geográficas (como las Codillera de los Andes) y ambientales, 
propicio para la diversificación genética de las especies. Por otro lado, en en este país 
existen más de 30 variedades de papa de las especies Solanum tuberosum y Solanum 
phureja, varias de ellas cultivables, con diferencias marcadas en su producción por 
departamento (Agronet, 2014). Cada departamento de Colombia produce un área diferente 
de estos cultivos con una distribución ecológica distinta, por lo cual estas plantas pueden 
ser potencialmente utilizadas por T. solanivora como hospederos, permitiendo su fácil 
dispersión en el país, lo que juega un papel importante en el intercambio genético de la 
especie. En este sentido, la pregunta principal de esta tesis, fue determinar si T. solanivora 
de Colombia presenta estructura poblacional teniendo en cuenta los siguientes 
interrogantes: 
 
Debido a que T. solanivora fue reportada por primera vez en Colombia, en el 
departamento de Norte de Santander, es posible que hayan existido otras rutas de 
entrada de este insecto a este país o Norte de Santander fue la región de Colombia 
donde sucedió la mayor invasión de este insecto?  
 
Dadas las marcadas diferencias geográficas y ambientales que existen en Colombia, 
así como el uso de semillas de papa Solanum tuberosum y Solanum phureja, es 
posible que los métodos moleculares usados en este trabajo identifiquen a este plaga 
en estos cultivos y a su vez permitan determinar si las poblaciones de T. solanivora 
encontradas en estos dos hospederos se encuentren genéticamente estructuradas?  
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Finalmente, es posible que T. solanivora haya pasado un cuello de botella, tal como 
fue reportado por Puillandre et al (2008), dado el bajo número de haplotipos de ésta 
especie reportados por estos autores en Suramérica? 
 
En esta tesis doctoral se plantea resolver cada una de estas preguntas biológicas, las cuales 
giran en torno a la necesidad de evaluar la estructura genética de T. solanivora de Colombia 
ya que si la especie ha pasado por un cuello de botella, su variabliidad genética seria muy 
baja y a su vez su control, ya sea químico o biológico, seria potencialmente más fácil 
comparado con una población altamente variable. 
 
Los resultados obtenidos en esta investigación presentarán un panorama más claro de la 
capacidad de dispersión y adaptación de T. solanivora en Colombia y a su vez de su 
relación con el hospedero que hasta el momento ha sido considerado como su principal 
fuente de alimentación, supervivencia y reproducción: Solanum tueberosum L. 
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1.2. Objetivos 
 
1.2.1. Objetivo general. 
 
Establecer la estructura genética poblacional y diferenciación molecular de la Polilla 
Guatemalteca (Tecia solanivora) en Colombia. 
  1.2.2.	  Objetivos	  específicos.	  
 
CAPÍTULO II. Estandarización  de procedimientos para el análisis molecular y 
genético de T. solanivora procedente de poblaciones de Colombia. 
 
II.a) Establecer las condiciones ideales para la amplificación y análisis de los genes 
marcadores mitocondriales COI y cytb en T. solanivora de Colombia.  
 
II.b) Estandarizar las condiciones para el análisis de marcadores nucleares microsatélites en 
poblaciones de T. solanivora de Colombia. 
 
Capítulo III. Diferenciación genética de Tecia solanivora en colombia, basado en dos 
genes mitocondriales: citocromo b y citocromo oxidasa I. 
 
III.a) Estimar el grado de variabilidad genética de T. solanivora mediante el uso de 
secuencias de los genes mitocondriales citocromo oxidasa I (COI) y citocromo b (cytb) de 
individuos procedentes de los principales departamentos paperos de Colombia (Boyacá, 
Nariño, Norte de Santander y Antioquia). 
 
III.b) Identificar los haplotipos de T. solanivora encontrados a partir de la secuenciación del 
gen COI y cytb de individuos procedentes Boyacá, Nariño, Norte de Santander y Antioquia. 
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III.c) Probar si los patrones de distribución de los haplotipos obtenidos con el gen COI de 
este insecto, sugieren especificidad geográfica en las diferentes poblaciones de  Colombia. 
 
III.d) Determinar si T. solanivora se encuentra genéticamente estructurada en Colombia 
mediante el estudio de los genes mitocondriales COI y cytb.  
 
III.e) Establecer la diferenciación genética de las poblaciones colombianas de T. solanívora 
con las poblaciones reportadas para este insecto en Centro y Suramérica, mediante el 
análisis comparativo de las secuencias del gen cytb. 
 
Capítulo IV. Identificación molecular de Tecia solanivora en Solanum tuberosum y 
Solanum phureja procedentes de colombia basado en dos genes mitocondriales: 
citocromo b y citocromo oxidasa I. 
 
IV.a) A partir de individuos de T. solanivora procedentes de diferentes regiones de 
Colombia y de los cultivos Solanum tuberosum y Solanum phureja, estimar el grado de 
variabilidad genética existente, apoyados en el uso de los marcadores moleculares 
mitocondriales citocromo oxidasa I (COI) y citocromo b (cytb). 
  
IV.b) Identificar los haplotipos de T. solanivora encontrados a partir de la secuenciación 
del gen COI y cytb de individuos procedentes de Solanum tuberosum y Solanum phureja de 
Colombia.  
 
IV.c) Determinar si las poblaciones de T. solanivora de Colombia se encuentran 
genéticamente estructuradas entre Solanum tuberosum y Solanum phureja. 
 
IV.d) Establecer la diferenciación genética de las poblaciones colombianas de T. solanívora 
colectadas en Solanum tuberosum y Solanum phureja, con las poblaciones reportadas para 
este insecto en Centro y Suramérica en Solanum tuberosum, mediante del marcador 
mitocondrial cytb. 
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Capítulo V. Análisis basado en el uso de microsatélites revela la estructura 
poblacional  y ausencia de cuello de botella en T. solanivora en Colombia. 
 
V.a) Evaluar el grado de variabilidad genética de la polilla guatemalteca T. solanivora 
mediante el uso de marcadores moleculares microsatélites en individuos de esta plaga 
procedentes de los principales departamentos paperos de Colombia. 
  
V.b) Determinar si la polilla guatemalteca T. solanivora presenta una estructura genética en 
Colombia, mediante el uso de microsatélites en individuos procedentes de los principales 
departamentos paperos de Colombia. 
  
V.c) Comprobar si las poblaciones de T. solanivora de Colombia, han sufrido el efecto de 
un cuello de botella poblacional que incida en la disminución de su variabilidad genética, 
tal como lo han reportado otros autores. 
 
Capítulo VI. Caracterización del genoma mitocondrial de la polilla de la papa Tecia 
solanivora  
 
VI.a) Obtener el genoma de T. solanivora en una agrupación que contenga las secuencias 
características de los genes mitocondriales de insectos.  
 
VI.b) Establecer la composición génica, contenido nucleotídico y uso de codones del 
mitogenoma de T. solanivora. 
 
VI.c) Establecer analogía y diferencias estructurales entre el mitogenoma de T. solanivora 
con los mitogenomas de otros lepidópteros. 
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1.3. Marco Teórico y Estado del Arte 
 
1.3.1. Cultivo de la papa 
 
El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) se ha mantenido en la última década en el 
cuarto lugar en la producción agropecuaria de Colombia, con un promedio por hectárea de 
15 a 18 toneladas, lo que ha representado ciclos productivos que oscilan alrededor de 3 
millones de toneladas anuales a nivel nacional (Agronet, 2014). Cerca del 4% del total del 
área cultivada en el país la ha ocupado el cultivo de papa, permitiendo que alrededor de 
90.000 familias se encuentren vinculadas con la explotación directa de este cultivo y  
genere cerca de 20 millones de jornales al año (Espinal et al., 2005).  
 
Este cultivo, se considera como el producto de origen agrícola que posee la mayor demanda 
de fungicidas e insecticidas y la segunda de fertilizantes químicos, después del café 
(Espinal et al., 2005). En ese contexto, la polilla guatemalteca (Tecia solanivora Povolny, 
1973) (Lepidoptera: Gelechiidae), es una de las principales plagas causantes de la alta 
cantidad de aplicaciones de insecticidas químicos en este cultivo, debido al daño dramático 
que causa a los tubérculos a nivel de campo y almacenamiento (Herrera, 1997; Villanueva 
et al., 2009). Después de invadir países como Guatemala, Costa Rica, Venezuela, Colombia 
y Ecuador, T. solanivora se considera como la plaga entomológica más dañina que afecta 
este cultivo en Centro y Sur América (Puillandre et al., 2008; Torres-Leguizamón et al., 
2009). 
 
1.3.2. La Polilla Guatemalteca (Tecia solanivora)  
La polilla de la papa Tecia solanivora (Povolny) hace parte del complejo de polillas 
perteneciente a la familia Gelechiidae (Orden Lepidóptera) que atacan al cultivo de la papa 
(Solanum tuberosum L.). Se le conoce con varios nombres comunes: polilla gigante, 
palomilla grande, polilla centroamericana, gusano guatemalteco y principalmente como 
polilla guatemalteca. Es originaria de Centroamérica, siendo considerada en varios países 
de esta zona y en los países andinos (Venezuela, Colombia y Ecuador) como una de las 
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principales plagas de este cultivo. Actualmente, constituye una amenaza potencial para los 
cultivos de papa ubicados en los demás países del área andina (Niño, 2004; Valle, 1997). 
 
T. solanivora presenta una metamorfosis completa (insecto holometabolo) que comprende 
cuatro estados de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto. La duración de cada uno de estos 
estados y por ende la duración total del desarrollo del individuo, es afectada por las 
condiciones ambientales, siendo la temperatura y la humedad relativa los factores que más 
influyen, observándose una relación inversa entre la duración del desarrollo y la 
temperatura. El desarrollo total desde huevo hasta adulto puede tener una duración de 42 
días a 25 °C y de 95 días a 15,5 °C (Torres, 1989; Notz, 1995; Niño, 2004).  
 
1.3.3. Origen de la plaga y dispersión 
Desde 1956 se han registrado daños producidos por este insecto en Guatemala y  
posteriormente, se dispersó y adaptó con facilidad a otros países de Centro y Suramérica 
debido a la movilización de tubérculos de papa. Es así como en 1970 fue reportada en 
Costa Rica, ocasionando daños entre 5 a 41.5%  en la zona productora de Cartago (Hilje, 
1994; Hooker, 1980). Posteriormente, en 1973 se observo en Panamá, en Honduras y en 
San Salvador. En 1983 se reportó en Suramérica debido a la importación de semilla de la 
variedad Atzimba proveniente de Costa Rica hacia el estado Táchira, Venezuela (Torres, 
1998). En Colombia, se constató su presencia por primera vez en 1985 en el departamento 
Norte de Santander y en 1994 ya se reportaban daños en los demás departamentos paperos 
(Herrera, 1997). En 1996 se localizó en la Provincia del Carchi en Ecuador y en el 2001 se 
registró con daños hasta del 60 % en campo, en el Chambo Chimborazo (Venezuela) (Pozo 
y Zambrano, 2002). Desplazándose a otras latitudes, finalmente en 1999, se detectó en la 
zona noroeste de Tenerife, Islas Canarias España (Niño, 2004; García et al 2002). 
Recientemente, Roblero et al (2011) reportaron la presencia de T. solanivora en la localidad 
El Provenir en México, a 17 km de la frontera con Guatemala, lo cual ha establecido la 
necesidad de evaluar el estado actual de dispersión de este insecto en éste país.  
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1.3.4. Pérdidas económicas ocasionadas por la plaga  
Después de la eclosión de los huevos, éste insecto penetra el tubérculo donde completa su 
desarrollo.  El daño consiste en la apertura de múltiples galerías verticales y horizontales, 
dentro de las que quedan residuos de alimento, excremento, exuvias larvales y moho, más o 
menos compactas que le confieren una tonalidad oscura al tubérculo, disminuyendo su 
calidad y permitiendo la entrada de microorganismos que provocan pudriciones secundarias 
(Sandoval y Vilatuña, 1998), lo que contribuye al incremento del uso de agroquímicos en 
acciones que tiendan a prevenir estos daños, incrementando directamente los costos de 
producción del cultivo (Osorio et al 2001; Niño, 2004). 
 
En 1956 el Servicio Interamericano de Desarrollo Agrícola (SCIDA) de Guatemala 
estableció que T. solanivora ocasionaba daños hasta de un 25% en las siembras. En 1984 en 
un estudio hecho en Venezuela sobre el ciclo biológico de esta plaga, se observó casos de 
pérdidas en la producción hasta del 50% o más, tanto en campo como en almacenamiento 
cuando la época era seca (Botero et al 1995; Varela, 1996; Sandoval y Vilatuña, 1998; 
Osorio et al 2001). Pasó a Colombia en 1985 convirtiéndose en un problema grave en la 
zona papera de los departamentos de Santander y Norte de Santander, donde las pérdidas 
ocasionadas en campo y almacén superan el 50%. Por su alto grado de adaptación, 
continuidad geográfica en intercambio vial intra e interdepartamental, en 1993 alcanza a 
infestar la zona papera del Altiplano Cundiboyacense, donde se cultivan 50.000 hectáreas, 
para llegar finalmente a las zonas productoras del departamento de Antioquia (Botero et al 
1995; Varela, 1996; Sandoval y Vilatuña, 1998; Osorio et al 2001).  En este último 
departamento se pudo establecer que la polilla de la papa ha causado graves pérdidas, entre 
el 50 y el 100% de la producción del cultivo, afectando indiscriminadamente a la semilla 
almacenada y a los tubérculos en campo (Herrera, 1997; Villanueva et al 2009).  
 
Por todo lo anterior, se considera como una de las plagas de mayor importancia económica, 
que ataca solo a tubérculos de papa. En ciertos países donde existe, se le considera más 
perjudicial que el gusano blanco Premnotrypes vorax (Sandoval y Vilatuña et al 1998). 
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Dada la severidad de las pérdidas, son diferentes las alternativas de control que ha tratado 
de implementar el hombre para el manejo de T. solanivora en el cultivo de la papa.  
 
1.3.5. Estrategias de control de T. solanivora 
1.3.5.1. Control Químico. 
Los insecticidas de naturaleza química son los productos más ampliamente empleados para 
el control de T. solanivora con 12 a 24 aplicaciones por período de cultivo (Hilje, 1994; 
MacLeod, 2005). Esto ha contribuido notablemente a que en países como Colombia se 
considere al cultivo de la papa como el cultivo agrícola que posee la mayor demanda de 
plaguicidas químicos, después del café (Espinal et al 2005) con aproximadamente el 12% 
del consumo nacional (Areiza y Góez, 1998). Es importante resaltar que debido al uso 
excesivo e indiscriminado de insecticidas químicos se ha generado una serie de impactos de 
gran magnitud, además de los económicos, por el aumento de los costos de producción. En 
el ambiente, estos productos contribuyen a la contaminación de aire, agua y suelo por 
residuos; en las plantas, se aumenta la fitotoxicidad y producen cambios fisiológicos; en los 
animales, se producen efectos fisiológicos adversos como infertilidad, se aumenta la 
mortalidad de especies silvestres, insectos benéficos, predadores y parásitos, así como 
cambios en las poblaciones; en el hombre se aumentan los problemas de salud (toxicidad) 
por contacto directo y afecciones en los órganos; también se advierte que los agroquímicos 
tienen como efecto potencial adverso el desarrollo de resistencia en plagas y enfermedades 
(Fierro y Tellez, 1997). 
 
1.3.5.2. Control Biológico: Baculovirus 
Diversas estrategias alternativas para el control de T. solanivora se han investigado en 
Colombia y en otros países. Son varios los trabajos enfocados a la identificación, 
caracterización y evaluación biológica de Baculovirus (Baculoviridae) para el control de T. 
solanivora. Cuartas et al (2009) evaluaron diferentes asilamientos de Baculovirus del 
género Granulovirus (GV) nativos colectados entre 2004 y 2005 en Norte de Santander, 
Cundinamarca y Nariño, frente a individuos de T. solanivora. Espinel et al (2010) aislaron 
y evaluaron 5 diferentes aislamientos de GV procedentes de larvas de T. solanivora de 
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Colombia frente a larvas de ésta misma plaga. Se estableció que los asilamientos VG001 y 
VG005 debían ser analizados al ser promisorios para el control de la plaga en mención. De 
igual forma, Chaparro et al (2010) evaluaron algunas formulaciones que contenían GV con 
un aditivo que los protegía frente a los rayos UV. Frente a diferentes estímulos de luz UV, 
se demostró que las formulaciones continuaron con su estabilidad y actividad biológica 
frente a individuos de T. solanivora. (Quiroga et al (2011) evaluaron dos formulaciones de 
GV (una en gránulos y otra en emulsión concentrada) elaboradas a partir del granulovirus 
conocido como VG003, que fueron expuestas a extensos períodos de almacenamiento. Se 
determinó que después de 6 meses de almacenamiento a diferentes temperaturas, se 
conservaron las propiedades fisicoquímicas de las formulaciones, siendo afectadas las que 
se mantuvieron a temperaturas superiores a 28ºC. Bajo la misma línea esquemática, Gómez 
et al (2011),  Gómez et al (2012a), caracterizaron molecular y biológicamente aislamientos 
de GV procendentes de Phtorimaea operculella (PhopGV) de suelos de Costa Rica, 
determinándose que el aislamiento PhopGV-CR1 protegió tubérculos de papa en 
condiciones de almacenamiento, reduciendo el daño hasta en un 70%, lo que permite 
postularlo para el Manejo Integrado de T. solanivora en Costa Rica. Adicionalmente, 
Gómez et al (2012b), identificó el asilamiento PhopGV-CR3  como potencialmente 
promisorio para el control de insectos de T. solanivora y P. operculella en cultivos de papa 
de Costa Rica, ya que presentó la menor dosis letal frente a otros aislamientos de PhopGV 
procedentes de suelo Costarricense. De igual forma, Espinel et al (2012) evaluó diferentes 
mezclas que contenían aislamientos de PhopGV procedentes de Perú y de PhopGV 
procedentes de Colombia, encontrando una mayor eficacia para el control de larvas de T. 
solanivora y P. operculella, que los aislamientos virales evaluados de manera individual. 
Por otro lado, Carpio et al (2013) identificaron, caracterizaron y evaluaron aislamientos de 
virus entomopatógenos en insectos de la familia Gelechiidae procedentes de 12 diferentes 
países, a partir de los cuales identificaron un aislamiento de PhopGV, el JLZ9f, con el cual 
desarrollaron un bioplaguicida que presentó resultados satisfactorios para el control de T. 
solanivora.  
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1.3.5.3. Control Biológico: Bacillus thuringiensis 
Bacillus thuringiensis (Bt) (Berliner, 1915) es un microorganismo que ha sido usado 
ampliamente para el desarrollo de bioplaguicidas y cultivos biotecnológicos para el control 
de plagas como T. solanivora (Iriarte y Caballero, 2001; Schnepf et al 1998). Villanueva et 
al (2009) identificaron cepas nativas de Bt activas frente a larvas de T. solanivora, siendo la 
cepa 146-15801 la mas activa. Adicionalmente, caracterizaron sus genes cry, postulando un 
gen para el futuro desarrollo de cultivos biotecnológicos. De otro lado, López et al (2010) 
desarrollaron y evaluaron la proteína híbrida de Bt SN1917 frente a T. solanivora, proteína 
que resultó ser mas eficaz para el control de la plaga que las proteínas parentales evaluadas 
como control.  
 
1.3.5.4. Control Biotecnológico: Plantas modificadas genéticamente 
Valderrama et al (2007) desarrollaron líneas de papa de Solanum tuberosum susp andígena, 
transformadas genéticamente con el gen que codifica para la proteína insecticida Cry1Ac. 
Varias de las líneas desarrolladas de las variedades Diacol Capiro, Parda Pastusa, Puracé, 
entre otras, presentaron hasta un 100% de resistencia al ataque de larvas de T. solanivora a 
nivel de laboratorio. Continuando con esa investigación, Torres et al (2012) evaluaron 
fenotípicamente algunas de estas líneas a nivel de invernadero de bioseguridad encontrando 
una similitud entre las líneas de papa genéticamente modificadas y las control no 
modificadas. Por su parte, Torres et al (2012a) desarrollaron líneas de papa Solanum 
tuberosum ssp andigena de la variedad androestéril Pastusa Suprema, las cuales lograron 
expresar la proteína Cry1Ac de Bt para el posible control de T. solanivora. Se espera que en 
un futuro estas líneas puedan ser evaluadas biológicamente para demostrar su efectividad 
para el control de la plaga. 
 
1.3.5.5. Control Etológico: Feromonas 
Las feromonas también han sido analizadas con el fin de controlar poblaciones de T. 
solanivora. Galindo et al (2004) realizaron el seguimiento de insectos de T. solanivora en 
un cultivo de Solanum phureja, considerando como períodos clave en la evaluación, antes y 
después del aporque.  Trampas que contenían partes de la planta de papa y otras que 
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contenían insectos machos o hembras como atrayentes fueron evaluadas. Se determinó que 
el momento de inicio de la tuberización y la madurez fisiológica del cultivo, fueron los 
estados en los que una mayor cantidad de insectos fueron capturados. Bosa et al (2005) 
analizaron químicamente feromonas sexuales extraídas de T. solanivora y encontraron que 
las feromonas sexuales de este insecto son una mezcla de (E) - 3-acetato de dodecenilo, 
(Z)-3-acetato de dodecenilo, y acetato de dodecilo. En campo, aplicaron una mezcla 
100:1:20 de estos compuestos y lograron capturar más machos que cuando se usaron los 
compuestos de manera individual. Adicionalmente, la mezcla evaluada fue muy específica, 
dado que no atrajeron insectos de Phthorimaea operculella,  a las trampas usadas. Durante 
más de 2 meses en los cuales se usó la mezcla mencionada en un campo papero, se redujo 
sustancialmente el número de machos de T. solanivora, lo que demostró el potencial de 
usar feromonas para el control de esta plaga. Bosa et al (2006) evaluaron en T. solanivora 
la viabilidad de una estrategia basada en la confusión sexual mediada por feromonas. Se 
desarrollaron dispensadores que contenían una formulación con 70 mg de los tres 
compuestos de feromona sexual (E)-3-acetato de dodecenilo, (Z)-3-acetato de dodecenilo, y 
acetato de dodecilo, en una relación de 100:56:100, la cual era considerada fuera de rango 
(dispensadores de confusión sexual), teniendo en cuenta que la proporción óptima para la 
atracción de los machos es 100:1:20, y cuyo resultado fue la atracción de unos pocos 
machos. Con la aplicación de esta estrategia en campo, durante 2 meses se redujo 
sustancialmente el número de machos atraídos a las trampas que contenían hembras de T. 
solanivora, confirmando el potencial de la estrategia. A largo plazo el beneficio se daría en 
la disminución de la población plaga. Un estudio similar fue realizado por Bosa et al (2008) 
en el que usaron una mezcla de los 3 componentes de la feromona en la relación 
100:50:100, que eliminó por completo la atracción de los machos por las feromonas 
producidas por las hembras, en un campo papero. Estos resultados ratificaron la 
importancia de esta estrategia para la disminución de la cantidad insectos plaga de T. 
solanivora en campo. McCormick et al (2012) también estudiaron los mecanismos de 
comportamiento de la interrupción del apareamiento en T. solanivora. Los componentes de 
la feromona sexual, (E)-3-acetato de dodecenilo, (Z)-3-acetato de dodecenilo, y acetato de 
dodecilo, fueron formulados en una relación 100:1:20 (imitación a la producida por las 
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hembras) y  una relación 100:56:100 (considerada fuera del esquema de relación natural). 
El modo de acción de estas dos mezclas se evaluó en experimentos de apareamiento, 
perturbación en campo y en invernadero, así como en túnel de viento de laboratorio. Las 
dos formulaciones produjeron un efecto similar en el comportamiento de los machos a 
pesar de las diferencias en la composición de la mezcla, confirmando que se puede generar 
un efecto perturbador en los machos y por tanto, es una herramienta valiosa para la 
disminución de poblaciones en cultivos de papa.  
 
1.3.6. Genética de poblaciones 
La identificación de la capacidad de dispersión y subdivisión de las poblaciones plaga es 
fundamental para mejorar las intervenciones respectivas para su manejo, dado que permite 
entre otros, definir unidades de control a distintas escalas geográficas y predecir 
capacidades y focos de reinfestación o recolonización de las regiones afectadas por el 
ataque del insecto (Freeland 2005; Salinas Hernández y Saldamando Benjumea 2011; Pinto 
et al. 2012). Por esta razón, estudiar la la genética de poblaciones en un insecto plaga es una 
herramienta crucial para complementar las estrategias de su manejo integrado (MIP), 
debido a que proporciona información relacionada con:  
 
a) La identificación y cuantificación del número de poblaciones del insecto genéticamente 
diferenciadas con potencial invasivo, dado que aquellas poblaciones que tienen una alta 
variabilidad genética presentan un acervo genético que puede responder más fácilmente a 
las presiones generadas por selección natural y no todas las poblaciones de un insecto, 
presentan la misma variabilidad genética (Hartl y Clark, 1997; Freeland, 2005; Rollings et 
al., 2006).  
 
b) Permite estimar el tamaño efectivo de una población (Ne), la cual a diferencia del 
tamaño censo (Nc), representa el mínimo número de individuos que requiere una población 
para que no pierda su variabilidad genética por el efecto de la deriva, lo cual implica, que 
determina el tamaño de individuos (Ne) que verdaderamente se reproduce y deja progenie 
en una población. Si el tamaño efectivo (Ne) es grande, el poder devastador del insecto es 
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alto. Es importante aclarar que el tamaño efectivo de una población (Ne) cambia de 
población en población dependiendo de su origen (si es reciente o no) y esto solo se puede 
estimar por medio del uso de marcadores  moleculares en poblaciones naturales (Freeland, 
2005). 
 
c) Permite determinar y predecir si una población está en proceso de expansión (causados 
por efectos fundadores) o reducción por fenómenos de cuellos de botella (Rollings et al., 
2006). 
 
d) Calcula el número de veces que ocurren eventos de invasión poblacional y el orden de 
ocurrencia (Rollings et al., 2006). 
 
e) Permite determinar si existe o no flujo genético entre las poblaciones evaluadas, lo cual 
representa una evaluación del grado de conectividad entre las poblaciones (Rollings et al., 
2006).  
 
La combinación de todas estas características producen una visión poderosa sobre la 
capacidad de invasión o dispersión y potencial genético y evolutivo de las invasiones de un 
insecto considerado plaga (Rollings et al., 2006).  
 
1.3.7. Genética de poblaciones de Lepidópteros considerados plaga 
 
Estudios de Genética de Poblaciones en plagas de cultivos de importancia agrícola han 
permitido implementar medidas de manejo mas efectivas. A continuación algunos ejemplos 
particulares. 
 
1.3.7.1. Ostrinia nubilalis  
Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae), conocida como el barrenador del maíz Europeo, 
es un insecto nativo de Europa y Norte y Oeste de África. Aunque cuenta con una 
heterogeneidad de hospederos, tales como artemisa, lúpulo o espárrago, pimientos, patatas, 
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O. nubilalis es considerada la principal plaga del maíz, ya que ocasiona pérdidas anuales de 
aproximadamente 1 billon de dólares (Ostlie et al 1997). Martel et al (2003) estudiaron la 
variabilidad genética de esta plaga dentro y entre poblaciones colectadas en cultivos de 
artemisa y maíz en Francia, mediante el análisis de secuencias de ADN mitocondrial y 
aloenzimas, así como  el efecto de la asociación al hospedero sobre la estructura genética 
del insecto. El análisis jerárquico y de diferenciación alélica de las poblaciones estudiadas 
demostró el grupo de poblaciones de O. nubilalis que se alimentan de maíz difieren del 
grupo de poblaciones de O. nubilalis que se alimentan de artemisa, consecuentemente el 
flujo de genes entre estas dos poblaciones es limitado, lo que ha conducido a la 
estructuración de dos razas genéticamente diferenciadas en la especie que además de ello 
presentan diferencias en la composición de sus feromonas. 
 
1.3.7.2. Spodoptera frugiperda  
El gusano cogollero Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), es una polilla que 
cubre la mayor parte del hemisferio occidental con una distribución que se extiende desde 
el sur de Canadá, Florida, Louisiana, América central, el Caribe – pasando por Colombia, 
Brasil y Venezuela - hasta llegar al centro de Argentina (Saldamando y Velez-Arango, 
2010). Es un insecto polífago que presenta preferencia por las gramíneas, tanto cultivadas 
como silvestres, dentro de las cuales se han registrado más de 80 especies de plantas de 23 
familias como hospedantes de esta especie (Vélez, 1997). S. frugiperda ha sido estudiada 
en Estados Unidos y en Colombia mediante el uso de marcadores AFLP, PCR-RFLP y 
secuenciación del gen citocromo oxidasa I (COI), lo que ayudó a encontrar que esta plaga 
divergió en dos poblaciones asociadas a cultivos de maíz y arroz, a las cuales se les 
denominó biotipos, ya que son idénticas morfológicamente pero diferentes molecularmente. 
Las principales características que se encontraron en estos biotipos es que presentan 
barreras de aislamiento reproductivo, puesto que las hembras del biotipo de maíz no se 
aparean con machos del biotipo de arroz (Saldamando et al. 2014) y que ambos biotipos 
responden diferencialmente a los insecticidas químicos y endotoxinas procedentes de la 
bacteria Bacillus thuringensis esto debido a que el biotipo de maíz es más tolerante a los 
insecticidas lambdacialotrina y metomil que el biotipo de arroz, mientras que el biotipo de 
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arroz es más tolerante a las endotoxinas Cry1Ac y Cry1Ab del Bt que el biotipo de maíz 
(Ríos y Saldamando, 2011; Ríos-Diez et al. 2012). La información obtenida hoy en día 
sobre esta polilla puede proveer una base fundamental para la implementación de planes de 
manejo integrado adecuados para esta plaga, ya que la asociación a diferentes plantas 
hospederas y el flujo genético reducido entre las poblaciones que se encuentran en ellas 
implicaría que el manejo de los cultivos de maíz sean muy diferentes a los del cultivo de 
arroz. 
 
1.3.7.3. Neulocinodes elegantalis   
La polilla Neulocinodes elegantalis (Lepidoptera: Crambidae), es considerada una plaga 
cuarentenaria de los frutales de Solanaceas en todo el Hemisferio occidental (Díaz et al. 
2013). Según un trabajo basado en la secuenciación del gen de la citocromo oxidasa I (COI) 
realizado en Colombia en 13 departamentos de este país, se demostró que el insecto 
presenta una estructura poblacional debido a la existencia de haplotipos que se encuentran 
asociados a diferentes plantas hospederas, éstas incluyen especies de la familia Solanacea, 
entre los cuales se encuentran los cultivos de lulo, tomate, tomate de árbol, berenjena, entre 
otros. Estos cultivos se encuentran adaptados a diferentes zonas ecológicas de Holdridge y 
por ello la diferenciación genética de esta polilla también se encontró a este nivel. Esta 
especie es interesante ya que su diferenciación no solamente se explica por la presencia de 
sus hospederos sino también porque se encontró que la barrera geográfica de la cordillera 
de los Andes influyó en la formación de los cuatro haplotipos más abundantes del insecto. 
Estos haplotipos se evidenciaron en los análisis de redes haplotípicas en las que el haplotipo 
1 se encuentra ubicado al sur de la cordillera Central, el haplotipo 2 sobre la cordillera 
oriental, el haplotipo 4 al norte de la cordillera oriental y el haplotipo 7 al oriente de la 
cordillera occidental. (Díaz-Montilla et al. 2013).  
 
1.3.7.4. Helicoverpa armiguera 
H. armiguera (Lepidoptera: Noctuidae) es una plaga cosmopolita que se distribuye en todo 
el viejo mundo (Europa y África). Este insecto ataca diferentes cultivos dependiendo de la 
época de lluvias, en épocas húmedas se encuentra más frecuentemente en maíz y algodón, 
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mientras que las épocas secas en cualquier tipo de cultivo irrigado. H. armiguera puede 
presentar una diapausa por lo que las poblaciones encontradas hoy en día son producto de 
una generación anterior marcada por épocas de estacionalidad. Además se ha evidenciado 
que presenta una alta migración. Un trabajo basado en análisis de 14 aloenzimas realizados 
en poblaciones del insecto del sur de Europa, y norte –occidente de África demostró que la 
estructuración genética del insecto es leve pero significativa en Europa pero que dicha 
estructuración no ocurre en el otro continente. Estos resultados se explicaron dadas las 
diferencias en el comportamiento migratorio del insecto en ambos continentes. En el 
África, el desierto del Sahara no constituye una barrera geográfica para el insecto, mientras 
que los Pirineos si interrumpen el flujo genético de la polilla en Europa (Nibouche et al., 
1998).  
  
1.3.7.5. Photorimea opercullela 
La palomilla de la papa, P. operculella (Lepidoptera: Gelechiidae), es considerada una de 
las plagas más importantes del cultivo de la papa en el trópico y subtrópico, al igual de T. 
solanivora (Medina et al., 2010). Su origen al parecer son las regiones montañosas de Sur 
América. Posteriormente fue reportada en Centro y Norte América, África, Australia y 
Asia. En Estados Unidos, el insecto se ha reportado en California, Texas, Maryland, 
Virginia, Carolina del Norte, Carolina del Sur, New York, Oregon, Washington y Idaho, 
siendo estas últimas localidades colonizadas recientemente (Medina et al., 2010). Debido a 
la rápida dispersión del animal en este país, un estudio basado en el análisis de AFLP en las 
localidades mencionadas fue realizado y a partir de éste, se encontró que esta polilla se 
encuentra genéticamente estructurada. Medina et al., (2010) encontraron que la 
diferenciación genética de ésta plaga en Estados Unidos, se debe a la interrupción del flujo 
genético del insecto dada la existencia de las montañas rocosas en ese país. Los autores 
discriminaron dos poblaciones genéticamente diferenciadas, una del occidente y la otra del 
este de los Estados Unidos. Estos resultados explicaron las diferencias en el 
comportamiento invasivo de esta plaga ya que hay mayor capacidad de dispersión al 
occidente de este país. Además, también encontraron que las poblaciones con mayor 
variabilidad genética se encuentran en Texas por lo que se cree que este es un centro de 
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diversificación genética de la especie generado por adaptación local o hibridación entre las 
poblaciones del occidente y este de Estados Unidos.   
 
1.3.7.6. Tecia solanivora  
Aunque son muy pocos los estudios genéticos que se han realizado sobre Tecia solanivora 
(Lepidoptera: Gelechiidae), la caracterización genética más conocida se llevó a cabo con el 
objeto de hacer un seguimiento de la historia ecológica y genética de la invasión de ésta 
plaga en Centro y Sur América (Puillandre et al., 2008). Este trabajo se realizó, mediante  el 
análisis de secuencias de una región del gen mitocondrial citocromo b (cytb) a partir de 
larvas de T. solanivora proveniente de países como Guatemala, Ecuador y Colombia. Los 
resultados obtenidos en este estudio mostraron que individuos procedentes de Sur América 
comparten un mismo haplotipo mitocondrial, mientras que individuos originarios de 
Guatemala presentan una mayor variabilidad genética. Basados en estos resultados, dichos 
autores sugieren que la diferenciación genética de T. solanivora en Guatemala es mayor 
debido a que esta especie es originaria de este país, mientras que en Sur América la 
diversidad genética es menor dado que el proceso de invasión de esta especie pudo haberse 
acompañado de una reducción  del acervo genético del insecto (cuello de botella). Este 
estudio, sumado al trabajo realizado por Torres-Leguizamón (2011) en el que se 
estandarizaron nueve microsatélites en la especie, son las únicas investigaciones enfocadas 
en la genética de esta polilla. En el primer trabajo se intentó analizar la capacidad de 
dispersión o de invasión de este insecto en Sur América, empleando únicamente 21 
muestras de Colombia, siendo la mayoría de ellas del departamento de Cundinamarca. 
Puillandre et al. (2008) argumentan la importancia de tener un pool genético más grande de 
este insecto, aumentando el número de muestras evaluadas por región (departamentos de 
Colombia en este caso) y de marcadores moleculares, esto muy probablemente porque ellos 
solo tuvieron en cuenta el gen citocromo b para concluir que T. solanivora sufrió de un 
cuello de botella en Sur América y porque el muestreo del insecto en nuestro país fue 
relativamente bajo y sesgado a una única localidad. Es importante tener en cuenta, que 
estos autores utilizaron un marcador molecular más apto para realizar estudios de 
variabilidad genética en animales vertebrados, a diferencia de la mayoría de trabajos 
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realizados con insectos, en particular con lepidópteros, que se enfocan en el uso del gen 
mitocondrial de la citocromo oxidasa I (COI). Este gen presenta una tasa de evolución más 
rápida que el cytb en los insectos, lo cual permite evaluar diferenciación genética dentro 
una especie con una mayor resolución (Simmons y Weller, 2001; Freeland, 2005) que el 
marcador mitocondrial empleado por Puillandre et al. (2008). 
 
El efecto de un cuello de botella en una población tiene como consecuencia una reducción 
de la variabilidad genética de ésta, este evento hace que pocos individuos se conserven en 
la población, por lo que la probabilidad de cruces endogámicos en ésta es mayor que en una 
población grande y por lo tanto la fijación de alelos es mayor (Hartl y Clark, 1997; Hedrick, 
2004). Estos cuellos de botella, ocurren por fenómenos aleatorios e impredecibles de la 
naturaleza, haciendo que una población reduzca su potencial evolutivo (Hartl y Clark, 
1997) y por lo tanto su poder adaptativo. Los resultados obtenidos por Puillandre et al. 
(2008) demostraron que T. solanivora presenta un bajo número de haplotipos en Sur 
América, significando que su potencial genético es bajo. Además, ellos mismos concluyen 
que el insecto pasó por un cuello de botella. Estas interpretaciones de la biología evolutiva 
del insecto se pudieron generar por el tipo de marcador molecular escogido en su estudio, 
más que por el proceso evolutivo que haya ocurrido en la plaga. Diferentes genes 
evolucionan a diferentes tasas (Hartl y Clark, 1997) y por ello representan diferentes 
niveles de variabilidad genética de individuos de una misma especie o en diferentes niveles 
jerárquicos en la filogenia de un grupo. El cytb es un gen que en insectos presenta una tasa 
de evolución más lenta que el gen COI, el primero se ha utilizado en la entomología médica 
para identificar especies de un mismo género y en algunos casos dentro de un mismo orden, 
mientras que el segundo para evaluar la diferenciación genética a nivel de especie 
(Freeland, 2005). Adicionalmente, diferentes genes se heredan de distinta manera (Hartl y 
Clark, 1997; Freeland, 2005) los genes nucleares se heredan de manera biparental y sufren 
de recombinación, mientras que los genes mitocondriales de manera uniparental (de madres 
a hijos) y por lo tanto no sufren de recombinación, los primeros son los marcadores más 
útiles para estudiar la genética de poblaciones de una especie y los segundos para estudiar 
su filogeografía (Freeland, 2005) 
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1.3.8. ADN mitocondrial y su evolución 
 
El ADN mitocondrial es un material genético circular cerrado de doble cadena que se 
localiza en el interior de las mitocondrias celulares. Este genoma es de aproximadamente 
15 000 a 17 000 pares de bases y codifica una pequeña fracción de las proteínas 
mitocondriales (Ballard y Whitlock, 2004). Las proteínas restantes del ADN mitocondrial 
son codificadas por el ADN nuclear (nADN). Las dos cadenas del ADN mitocondrial 
reciben el nombre de cadena L (ligera o  light) y cadena H (pesada o  heavy) atendiendo a 
su coeficiente de sedimentación. La mayor parte de las secuencias codificantes (28 genes) 
se encuentran en la cadena H. Estas secuencias se distribuyen en esta cadena de forma muy 
compactada, llegando incluso a solaparse. El ADN mitocondrial contiene información de 
38 genes: 2rRNA (12S y 16S), 22tRNA y 13 genes estructurales, los cuales codifican 
diferentes subunidades de los complejos enzimáticos del sistema de fosforilación oxidativa: 
a) Tres subunidades de la citocromo c-oxidasa (COI, COII y COIII) (Complejo IV); b) Una 
subunidad de la citocromo b (cytb) óxido-reductasa (complejo III); c) Siete subunidades 
ND (1, 2, 3, 4, 4L, 5 y 6) del complejo NADH deshidrogenasa (Complejo I) y d) dos 
subunidades (6 y 8) del complejo ATP sintetasa (Complejo V) (Fig. 1) (Ballard y Whitlock, 
2004; Freeland, 2005). 
 
El ADN mitocondrial se transmite – en la mayoría de animales - de forma no mendeliana 
por línea materna. Aunque machos y hembras lo tienen, son únicamente las hembras 
quienes lo transmiten a la descendencia (Hurst y Jiggins, 2005) y por eso este tipo de ADN 
no sufre recombinación, convirtiéndola en una molécula ideal para analizar filogenias, ya 
que permite analizar relaciones ancestro-descendiente en las cuales se evalúan similitudes 
genéticas entre ancestros y descendientes, debido a que éstos últimos han sufrido de 
mutaciones neutrales (Hartl y Clark, 1997) que pueden ser evaluadas a través de la 
coalescencia (Freeland, 2005). 
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Es importante recalcar que, por su herencia materna, este ADN provee la mitad de la 
información genética de una población y por lo tanto no se ajusta a los modelos sobre 
estructura genética de poblaciones dados por Wright, ya que éste analiza genes nucleares y 
asume poblaciones naturales diploides (2N) (Hartl y Clark, 1997; Freeland, 2005). Sin 
embargo, es un tipo de ADN muy útil para evaluar la migración de las poblaciones de una 
misma especie dado que no se recombina y por lo tanto los haplotipos encontrados en éste 
son únicamente generados por el efecto de mutación, por ello si dos haplotipos son 
compartidos en diferentes lugares (localizados geográficamente) esto se debe al 
movimiento de individuos con un genotipo ancestral de una localidad a otra (Avise et al. 
1987, Salinas-Hernández y Saldamando-Benjumea 2011), para analizar efectos de la deriva 
sobre el tamaño efectivo de una población ya que al tener la mitad del tamaño efectivo del 
ADN nuclear, su tamaño es más sensible o puede ser más fácilmente afectado por procesos 
naturales como los efectos de fragmentación o a otros efectos demográficos, como los 
cuellos de botella. Ante estos eventos, aun cuando la población resulte con menos 
sobrevivientes y por ende menos haplotipos mitocondriales, tiene la facilidad de 
recuperarse rápidamente, lo que permite que en estudios de genes mitocondriales se puedan 
obtener respuestas sobre la población a menor plazo (Freeland, 2005).  
 
Adicionalmente, el ADN mitocondrial posee una característica importante para realizar 
diferentes deducciones: neutralidad. Las inferencias realizadas parten del supuesto de que 
este ADN sigue un modelo de evolución neutral, el cual propone que la mayor parte de las 
mutaciones son selectivamente neutras y su fijación se produce aleatoriamente por deriva 
genética. Las mutaciones neutras son mantenidas en una población mediante el equilibrio 
entre mutación y deriva, de manera que el polimorfismo en una población es el estado 
intermedio previo a la fijación. Por ende, bajo condiciones neutras la cantidad de 
polimorfismo de una población es directamente proporcional al producto del tamaño 
efectivo de la población por la tasa de mutación (Ballard y Whitlock, 2004). 
 
A nivel de polimorfismos mitocondriales es importante resaltar que la determinación de 
este polimorfismo (sustituciones puntuales) que permite determinar diferentes haplotipos 
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dentro de una población, debería realizarse a partir del genoma completo mitocondrial. Sin 
embargo, a nivel de la población, estos enfoques no resultan prácticos debido al elevado 
número de muestras que puedan existir y a la presencia de regiones del ADN mitocondrial 
con poca variabilidad. Por tanto, es de utilidad definir los haplotipos mitocondriales 
mediante el estudio de las regiones más variables – y por tanto más informativas– en un 
número elevado de individuos (Avise et al., 1987). 
 
1.3.9. DNA Barcode 
 
El código de barras de ADN (DNA Barcode) ha sido propuesto como un método molecular 
para asignación de individuos a especies conocidas, previendo la dificultad existente en la 
asignación de individuos a determinados taxa mediante clasificación morfológica (Hebert et 
al., 2003). El Código de barras universal para identificación de productos emplea 10 
números en 11 posiciones mínimo, lo que conlleva a obtener 100 billones de códigos de 
identificación únicos. En el “DNA barcode” solo dispone de 4 dígitos (los 4 nucleótidos) 
para cada posición, lo cual produce una enorme posibilidad de códigos teniendo en cuenta 
la gran cantidad de sitios en una cadena de ADN (Hebert et al., 2003). Se estima que la 
variación en el barcode entre especies estrechamente relacionadas podría ser 
sustancialmente más grande que lo observado dentro de una especie. Se ha establecido que 
una diferencia de 10 veces entre la media de las variaciones interespecíficas e 
intraespecíficas, sería el umbral mínimo para asignar un individuo desconocido a una 
especie determinada. Esto es conocido como “barcoding gap” (Hebert et al., 2004). Este 
método molecular ha sido aplicado exitosamente para asignar más de 150 especímenes 
lepidopteros usando una base de datos “barcode” de 200 especies estrechamente 
relacionados (Hebert et al., 2003). Los trabajos tradicionales en filogenética involucraban el 
uso de genes mitocondriales ribosomales (subunidades 12S y 16S), sin embargo la 
prevalencia de inserciones y delecciones (indels) generaban complicaciones para 
analizarlos (Doyle y Gaut, 2000). De los 13 genes codificantes en el genoma mitocondrial, 
el análisis “DNA barcode” involucra un análisis de secuencias de una porción del gen 
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mitocondrial COI, de aproximadamente 600 a 900 pares de bases, debido a ciertas 
características que se mencionan a continuación. 
 
1.3.10. Gen citocromo oxidasa I  (COI) como marcador molecular en insectos 
 
Dentro de las subunidades del ADN mitocondrial, el gen citocromo oxidasa I (COI), posee 
varias características que lo convierten en uno de los mejores marcadores moleculares 
disponibles para estudios relacionados con la evolución (Avise et al., 1987). Dentro de éstas 
características están: 
a) Su tamaño y estructura, son conservadas en la mayoría de organismos que se han 
estudiado (Saraste, 1990). 
b) La longitud del gen es la mayor dentro de las tres subunidades del citocromo oxidasa, lo 
que permite amplificar y secuenciar muchos más caracteres o nucleótidos. 
c) Contiene extremos altamente conservados que permiten el uso de cebadores universales 
para la mayoría de las especies del filo animal, lo cual permite generar comparaciones y 
conclusiones robustas en diferentes tipos de análisis (Folmer et al., 1994; Zhang y Hewitt, 
1997). 
d) Posee un rango amplio de señales filogenéticas, particularmente en la tercera posición de 
las tripletas de codones, lo que genera que la tasa de evolución molecular sea casi tres veces 
mayor comparada con otros genes tales como 12S o 16S, permitiendo discriminar especies 
cercanamente relacionadas y grupos filogeográficos dentro de una misma especie 
(Knowlton y Weigth, 1998). Así mismo, el gen COI al poseer una tasa de mutación más 
rápida, permite el análisis de polimorfismos nucleotídicos dentro de una misma especie, lo 
que contrasta con otros genes mitocondriales tales como el cytb o el ND4 que han sido 
utilizados para analizar diferencias nucleotídicas a nivel de género o familia (Freeland, 
2005).  
 
Por las anteriores razones, se considera que el gen COI debe ser usado en esta 
investigación, teniendo en cuenta los objetivos planteados.  
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1.3.11. Gen citocromo b (cytb) como marcador molecular en animales 
 
Los estudios moleculares conducidos hacia el establecimiento de las relaciones 
filogenéticas en vertebrados se han realizado mediante el análisis del gen citocromo b 
(cytb) (Simmons y Weller, 2001). El análisis de las secuencias de éste gen se han empleado 
para examinar relaciones de vertebrados en diferentes niveles taxonómicos desde ordenes 
hasta especies. Sin embargo, para insectos los genes mitocondriales escogidos para realizar 
el mismo tipo de análisis son el citocromo oxidasa I (COI) y citocromo oxidasa II (COII) 
(Simmons y Weller, 2001). Aunque las tasas de mutación y las señales filogenéticas han 
sido estudiadas en vertebrados mediante el análisis del gen cytb (Honeycutt et al., 1995; 
Martin y Palumbi, 1993; Stanley y Harrison, 1999), las comparaciones evolutivas para el 
gen cytb entre ordenes de insectos son escazas. Es importante mencionar que el gen cytb 
exhibe una tasa de diferenciación entre ciertos linajes, siendo en vertebrados la tasa de 
diferenciación mas prevalente “entre clases”, mientras que en insectos la tasa de 
diferenciación es mas prevalente “dentro de órdenes” (Stanley y Harrison, 1999). 
 
Se ha logrado demostrar que el gen cytb tiene un grado de divergencia en las secuencias y 
un sesgo hacia la predominancia de los nucleótidos A/T en la tercera posición en un nivel 
similar que el gen COI, pero con una menor utilidad para reestablecer las relaciones 
intergenericas pasadas. La heterogeneidad entre diferentes grupos de insectos podría 
atribuirse a tres hipótesis: 1) sesgo hacia los nucleótidos A/T produce un incremento en la 
tasa de divergencia de secuencias nucleotídicas y aminoácidos  (Jermiin y Croizer, 1994), 
2) Efectos fundadores pueden incrementar las tasas de divergencia en secuencias y 
aminoácidos (Page et al., 1998) o 3) estilos de vida tienden a producir armamentos 
genéticos entre parásitos y hospederos, causando un incremento en las tasas de mutación 
(Page et al., 1998). Sin embargo, al analizar el gen cytb a través de diferentes ordenes de 
insectos, éste gen no evidencia algún soporte para cualquiera de las hipótesis mencionadas 
(Simmons y Weller, 2001), teniendo en cuenta que éstos fenómenos ocurren normalmente 
en los insectos. 
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1.3.12. Microsatélites como marcador molecular nuclear en T. solanivora 
 
Los microsatélites son marcadores moleculares que consisten en unidades repetidas de 
secuencias en tandem que siguen un modelo de evolución “stepping stone” (Slatkin, 1995). 
Los microsatélites, constituyen uno de los marcadores más ampliamente utilizados en 
estudios de genética de poblaciones de animales, ya que son altamente polimórficos, 
presentan herencia biparental, y sobre todo, son codominantes (Harlt y Clark, 1997; 
Hedrick, 2004), lo que proporciona información de los individuos homocigotos y 
heterocigotos de una población natural, y por lo tanto facilitan el análisis de estructura 
poblacional basados en los estadísticos F de Wright, dado que éstos se basan en las 
heterocigocidades observadas y esperadas de las poblaciones (Wright, 1961).  
 
Es importante mencionar que el desarrollo de los microsatélites en insectos del orden 
Lepidoptera presentan grandes dificultades debido a que en estos insectos:  
a) Existen múltiples copias de DNA en tandem en su genoma (Nève y Meglécz, 2000). 
b) Existe una gran similitud de las regiones flanqueadoras que en muchos casos son 
idénticas, lo cual no permite separar bandas electroforeréticas de un mismo locus, 
confundiendo diferentes loci (Meglécz et al., 2004). 
c) Existe una baja frecuencia de loci de microsatélites (Ji et al., 2003; Zhang, 2004). 
d) Se presenta una gran cantidad de alelos nulos, lo cual hace que sus poblaciones no se 
encuentren en equilibrio de Hardy Weinberg (Meglécz et al., 2007).  
 
Sin embargo, en una investigación realizada por Torres-Legizamón et al. (2009), los 
autores lograron estandarizar nueve microsatélites en T. solanivora, cuyas secuencias se 
encuentran en Genebank. Todos se caracterizaron por no presentar alelos nulos y 
encontrarse en equilibrio de Hardy Weinberg, demostrando su potencial para ser utilizados 
en trabajos de genética de poblaciones. Los 9 microsatélites fueron analizados en 
poblaciones de Costa Rica y Guatemala. 
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1.3.13. Filogeografía 
 
El estudio de las relaciones entre la genealogía (linajes génicos) y la geografía (análisis 
espacial) constituye una disciplina que se ha denominado “filogeografía” (Avise et al., 
1987). El entendimiento de cómo los eventos históricos han ayudado a formar la actual 
dispersión geográfica de genes, poblaciones y especies es el principal objetivo de la 
filogeografía (Freeland, 2005). Este análisis se aplica a niveles infraespecífico o de especies 
cercanamente emparentadas y surgió recientemente en virtud del progreso que han tenido 
dos aspectos de la biología evolutiva moderna: uno técnico científico, gracias al cual se 
comenzó a disponer de datos de variabilidad intraespecífica en la forma de secuencias de 
ADN, y otro conceptual o teórico, que implicó la aplicación de la teoría de la coalescencia 
al estudio de procesos microevolutivos (Avise et al., 1987). Dos campos de estudio 
tradicionalmente separados tanto en sus enfoques teóricos como metodológicos, como son 
la genética de poblaciones y la sistemática, han encontrado puntos de coincidencia en el 
enfoque filogeográfico (Avise et al., 1987). 
 
El estudio comparado de los patrones filogeográficos de varias especies codistribuídas 
contribuye a plantear hipótesis sobre posibles eventos comunes de vicarianza o dispersión y 
a identificar las causas geológicas, ecológicas o etológicas que pudieran haber influido en 
ellos. En un sentido amplio, la filogeografía comprende los estudios filogenéticos de la 
distribución espacial de cualquier característica (morfológica, etológica, etc.); sin embargo, 
en la actualidad la disciplina se basa principalmente en el análisis de ADN mitocondrial 
(ADNmt). En especies animales, el ADNmt se ha convertido en un instrumento 
fundamental del análisis filogeográfico, pues como se menciono anteriormente, además de 
no recombinar, presenta una tasa de mutación elevada y herencia casi exclusivamente 
materna (Gillespie, 1986; Harrison, 1989). Dado que los ‘haplotipos’ o variantes del 
ADNmt registran una historia matrilineal de eventos mutacionales, es posible conectarlos 
de un modo filogenéticamente inteligible en un filograma, el cual se superpone con la 
distribución geográfica del grupo en estudio (Avise, 2000). 
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El enfoque filogeográfico establece un balance entre dispersión y vicarianza, para explicar 
las causas históricas de la distribución, y permite identificar factores, como por ejemplo 
extinciones y recolonizaciones o eventos de expansión del área geográfica, que también son 
determinantes fundamentales de la distribución. Es por esto que los estudios que involucran 
filogeografía contribuyen a reconocer especies cohesivas y grupos infraespecíficos 
(subespecies, poblaciones, ecotipos), a estimar sus tiempos de divergencia, y a establecer 
las causas de su diversificación y distribución geográfica (Avise et al., 1987). 
 
En algunos casos se evidencian patrones filogeográficos complejos, producto de 
colonizaciones sucesivas desde un continente o recolonizaciones desde islas cercanas, 
extinciones y divergencia en situaciones de alopatría (en distintas islas) o simpatría (en 
diferentes zonas ecológicas de la misma isla). Por ejemplo, en el archipiélago de Canarias, 
la secuencia de colonización por parte de Brachyderes rugosus (Coleoptera: Curculionidae) 
ha seguido la regla de la progresión corológica en el sentido de Brundin (1972) (Emerson et 
al., 2000a); en el caso de Calathus (Coleoptera: Carabidae) se identificaron tres eventos de 
colonización independientes, con dispersiones subsecuentes entre islas (Emerson et al., 
2000b); y en una especie de Nesotes (Coleoptera: Tenebrionidae) que habita en Gran 
Canaria, se reconocieron morfotipos asociados con distintos ambientes ecológicos (Rees et 
al., 2001). Asimismo se han estimado los tiempos en que se habrían producido los eventos 
de colonización: Calathus y Brachyderes habrían arribado a las islas y comenzado su 
diversificación hace menos de 2 millones de años, en tanto que Hegeter y Pimelia 
(Coleoptera: Tenebrionidae) se habrían comenzado a diversificar hace 6.5 y 8 millones de 
años, respectivamente (Rees et al., 2001). 
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1.4. Conclusiones 
 
• Se evidenció que son varios los países en Centro y Sur américa, e incluso España en 
Islas Canarias, que han sufrido el daño causado por el insecto plaga T. solanivora.  
 
• Aunque la capacidad de desplazamiento del insecto por medios propios es reducida, 
el hombre ha contribuido en gran medida a la dispersión internacional favorecida 
por el movimiento de semilla de papa a través de las fronteras.  
 
• T. solanivora tiene una gran capacidad de adaptación, teniendo en cuenta los 
reportes dados en pérdidas económicas de los cultivos de papa en cada uno de los 
países que esta plaga ha invadido.  
 
• Los estudios científicos que giran alrededor de conocer a T. solanivora aún se 
consideran muy pocos para la magnitud del daño que ocasiona este insecto, lo que 
implica la necesidad de abordar estudios que permitan mantener las poblaciones de 
este insecto plaga en condiciones manejables para los agricultores. 
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CAPÍTULO II 
 
ESTANDARIZACIÓN  DE PROCEDIMIENTOS PARA ANÁLISIS MOLECULAR 
Y GENÉTICO DE T. solanivora PROCEDENTE DE COLOMBIA 	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2.1 Introducción 
 
La genética de poblaciones ha sido ampliamente utilizada para estudiar los procesos de 
diversificación de especies de animales, y en particular de insectos de importancia en la 
biología de la conservación, así como para analizar los procesos de especiación (Freeland, 
2005). Sin embargo, esta rama de la biología evolutiva, representa una herramienta útil para 
analizar la variabilidad genética de las poblaciones producido por el efecto de diferentes 
fuerzas evolutivas que actúa sobre ellas (selección natural, flujo genético, mutaciones, 
deriva, cuellos de botella, endogamia) (Hartl y Clark, 2004), factores relevantes para 
estudiar en los insectos plaga, ya que pueden ser importantes para la mejora de las 
estrategias de manejo de un insecto.  
 
La mayoría de los esfuerzos utilizados en el control de una plaga se basan en el estudio del 
efecto de insecticidas químicos, controles biológicos, enemigos naturales, depredadores, 
ecología del insecto, dejando de lado el aspecto evolutivo del insecto (Martel et al., 2003; 
Saldamando y Vélez -Arango, 2010; Salinas-Hernández y Saldamando-Benjumea, 2011; 
Albernaz et al., 2012). Para ello, el uso de las herramientas moleculares juega un papel 
fundamental en la identificación de la variación genética de las especies (a nivel del gen o 
de una secuencia de un gen) por lo que la combinación de la genética de poblaciones y la 
biología molecular han sido importantes en el estudio de diversas plagas con el fin de 
definir si sus poblaciones se encuentran genéticamente estructuradas, si presentan 
asociación a plantas hospederas (especies polífagas, oligófagas y monófagas), si su 
comportamiento migratorio varía por población, si han sufrido de cuellos de botella o de 
fenómenos de recolonización y extinción. Entre los insectos que se han estudiado a este 
nivel se encuentran: Ostrinia nubilalis en Francia (secuenciación de genes nucleares Tpi, 
aloenzimas) (Martel et al., 2003), Bemisia tabaci en todo América y el mediterráneo 
(microsatélites y secuenciación del gen mitocondrial COI) (De Barro et al., 2005), 
Spodoptera frugiperda en el Hemisferio Occidental (AFLP, PCR-RFLP del gen COI, PCR 
del gen FR) (Prowell et al., 2004, Saldamando y Vélez -Arango, 2010; Velásquez- Vélez et 
al., 2011), Neulocinodes elegantalis en Colombia (secuenciación del gen COI) (Díaz-
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Montilla et al., 2013), Helicoperva armigera en África y Europa (aloenzimas) (Nibouche et 
al., 1998), Photorimea opercullela en Estados Unidos (AFLP) (Medina et al., 2010), 
Heliothis virescens en Brasil (secuenciación de genes COI, COII y NAD6) (Albernaz et al., 
2012), entre otros insectos.  
 
Respecto a la genética de poblaciones de T. solanivora, en Francia, investigaciones 
realizadas por Pulliandre et al., (2008) y Torres-Leguizamón et al., (2011), encontraron que 
la capacidad de dispersión y el poder invasivo de ésta plaga era muy alta en Sur América, 
estudios realizados mediante la secuenciación del gen citocromo b (cytb) mitocondrial. 
 
Este capítulo de la tesis se enfocó a la estandarización de los procedimientos y/o protocolos 
que fueron necesarios usar para el análisis molecular y genético en individuos de T. 
solanivora procedentes de poblaciones colombianas, dado que las condiciones publicadas 
en los tres reportes existentes para ésta plaga, no permitieron la reproducibilidad en los 
resultados. Para el caso particular del gen mitocondrial cytb, si bien es cierto que existían 
en la literatura dos publicaciones (Torres Leguizamon et al., 2011; Puillandre et al., (2008) 
en las cuales se realizó extracción de ADN y amplificación por PCR del gen mitocondrial 
en mención, la realidad es que los resultados obtenidos bajo las condiciones del laboratorio 
en Medellín, no fueron los más exitosos, en cuanto a calidad se refiere. Adicionalmente, 
teniendo en cuenta que el otro marcador mitocondrial planteado para este estudio fue el gen 
COI y que no se encuentran trabajos previos para su amplificación y análisis en T. 
solanivora, la amplificación de éste gen se estandarizó por primera vez en esta especie, en 
este estudio. En cuanto a los marcadores microsatélites, Torres Leguizamon et al., (2009) 
reportaron nueve microsatélites en T. solanivora, cuyas secuencias se encuentran 
disponibles en el Genebank del NCBI. Todos se caracterizaron por no presentar alelos 
nulos y por encontrarse en equilibrio de Hardy Weinberg, demostrando su potencial para 
ser utilizados en trabajos de genética de poblaciones. Los 9 microsatélites fueron analizados 
en poblaciones de Costa Rica y Guatemala, por lo que se esperaba que amplificaran en 
poblaciones de Colombia empleando las condiciones publicadas. 
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2.2. Objetivos. 
 
2.2.1 Objetivo general. 	  
Estandarizar los procedimientos para el análisis molecular y genético de T. solanivora 
procedente de Colombia. 
 
2.2.2. Objetivos específicos. 
 
a) Establecer las condiciones ideales para la amplificación y análisis de los genes 
marcadores mitocondriales COI y cytb en T. solanivora de Colombia.  
 
b) Estandarizar las condiciones para el análisis de marcadores nucleares microsatélites en 
poblaciones de T. solanivora de Colombia. 
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2.3.. Materiales y métodos 
 
2.3.1 Muestras de T. solanivora. 
Larvas, pupas y adultos de T. solanivora fueron colectados en 2011 y 2012 a partir de 
tubérculos infestados con el insecto procedentes de campo o almacenamiento (bodegas), de 
los departamentos de Antioquia, Boyacá, Norte de Santander y Nariño. Los individuos 
colectados fueron clasificados atendiendo las indicaciones de clasificación taxonómica 
reportados por Coto (1997) para Lepidópteros de la familia Gelechiidae. Una vez realizada, 
los organismos fueron ubicados en tubos de plásticos que contenían etanol al 70%, mientras 
se trasladaron al laboratorio donde fueron almacenados a -70ºC hasta su procesamiento. 	  
2.3.2 Estandarización de un protocolo para la extracción de ADN de individuos de T. 
solanivora.  
El protocolo de extracción de ADN de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), 
reportado por Salinas- Hernández y Saldamando-Benjumea (2011), se tuvo en cuenta en 
esta investigación, como el punto de partida para lograr el de T. solanivora. A partir de éste 
protocolo, variables como tipo de muestra (parte inferior, media o completa del individuo), 
forma de procesamiento de la muestra, tratamiento de lisis, periodo de incubación, 
proteólisis, forma de obtención de los ácidos nucleicos, y purificación del ADN, fueron 
evaluadas hasta lograr la obtención del ADN  de mejor calidad en individuos de T. 
solanivora.    
 
2.3.3. Estandarización de cebadores y condiciones para la amplificación del gen 
mitocondrial citocromo b (cytb) en individuos de T. solanivora procedentes de Colombia. 
Los cebadores mitocondriales (TsF1 y TsR) reportados por Torres Leguizamon et al., 
(2011) para la amplificación del gen cytb en Tecia solanivora, así como las parejas de 
cebadores (CP1 y Tser; CB1 y CB2; CB3H y CB3R) reportadas por Puillandre et al., 
(2008) fueron evaluados para la amplificación del mismo gen con individuos de T. 
solanivora procedetes de las poblaciones de Colombia. A partir de las condiciones 
reportadas por los autores mencionados, se continuó con modificaciones en 
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concentraciones de reactivos, rangos de temperatura, tiempos de anillamiento y 
amplificación, muestras de ADN variantes, hasta obtener las condiciones específicas para la 
amplificación del gen cytb en T. solanivora de Colombia.   
 
2.3.4. Estandarización de cebadores y condiciones para la amplificación del gen 
mitocondrial citocromo oxidasa I (COI) en individuos de T. solanivora procedentes de 
Colombia.  
Dado que no se encontraban cebadores específicos reportados para la amplificación del gen 
mitocondrial COI en individuos de T. solanivora, en esta investigación se estandarizaron 
por primera vez cebadores y condiciones específicas para ello. Los cebadores 
mitocondriales (JM76 y JM77; JM76 y COI1058R) reportados por Nagoshi et al., 
(2007a,2007b) para la amplificación del gen COI en Spodoptera frugiperda, fueron 
evaluados como parte del proceso de estandarización. 
 
2.3.5. Amplificación y análisis de las secuencias obtenidas de los genes COI y cytb en T. 
solanivora. 
ADN obtenido de seis (6) diferentes individuos de T. solanivora por cada departamento, 
fue empleado para la amplificación con los cebadores estandarizados en la obtención de 
fragmentos específicos de los genes mitocondriales cytb y COI (cebadores CytbTS y COI). 
Las secuencias fueron editadas manualmente usando el programa bioinformático Geneious 
Pro versión 5.3.6. Una vez definidas las secuencias consenso, se realizó un alineamiento 
múltiple con los 24 individuos de T. solanivora procedentes de los 4 departamentos paperos 
de Colombia, objeto de estudio en esta investigación. 
 
2.3.6. Estandarización de amplificación de loci microsatelites en T. solanivora. 
Torres-Leguizamón et al., (2009) aislaron y caracterizaron microsatelites en T. solanivora 
de poblaciones localizadas en Centroamérica (Guatemala y Costa Rica). Con el fin de 
estandarizar la  amplificación de microsatélites en individuos de T. solanivora de 
poblaciones de Colombia, todos los loci fueron evaluados partiendo de las condiciones de 
PCR descritas por los autores mencionados. 
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Las reacciones de amplificación por cada locus se realizaron en 25 µl que contenía buffer 
(1x) (50 mM KCl, 10 mM Tris – HCL pH 8.0), MgCl2 (Tabla 2), 0.2 mM dNTPs, 0.16 µM 
de cada cebador, 0.2 g/L BSA, 1.5 U de Taq DNA polimerasa (MBI Fermentas, Vilnius, 
Lithuania) y 100 ng de DNA molde. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador 
iCycler (Bio – Rad, CA, USA), con un paso inicial a 94ºC (2 min), seguido por 35 ciclos a 
94ºC por 45s, temperatura de annealling (Tabla 2) por 10s, 70ºC por 20s y una extensión 
final a 70ºC por 8 min. La separación y análisis de los fragmentos amplificados de los 
microsatélites se realizó mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% y tinción 
con Nitrato de Plata. La confiabilidad de los resultados obtenidos para todos los loci fue 
verificada 3 veces para cada individuo. 
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2.4. Resultados 
 
2.4.1. Protocolo de extracción de ADN para T. solanivora 
El protocolo de extracción de ADN de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), 
reportado por Salinas- Hernández y Saldamando-Benjumea (2011), se tuvo en cuenta en 
esta investigación, como el punto de partida para lograr el de T. solanivora.  
 
Las variables tipo de muestra (parte inferior, media o completa del individuo), forma de 
procesamiento de la muestra, tratamiento de lisis, periodo de incubación, proteólisis, forma 
de obtención de los ácidos nucleicos, y purificación del ADN, fueron evaluadas hasta lograr 
la obtención del ADN  de mejor calidad en individuos de T. solanivora.   En la Tabla 1 se 
resumen todas las condiciones evaluadas a partir del protocolo de extracción de ADN de 
Spodoptera frugiperda, reportado por Salinas- Hernández y Saldamando-Benjumea (2011). 
 
Tabla 1. Modificaciones realizadas al protocolo de extracción de ADN reportado por 
Salinas- Hernández y Saldamando-Benjumea (2011). 
 
Protocolo Inicial Spodoptera 
frugiperda Variaciones a evaluar en Tecia solanivora 
Modificación #1 Modificación #2 Modificación #3 
Proceso 
cabeza de 
larvas o tórax 
de adultos 
Larvas y adultos completos 
Cabeza de larva, 
abdomen de larva, larva 
completa y adulto 
completo 
Cabeza de larva, 
abdomen de larva y 
adulto completo 
Tipo de 
muestra 
Procesamiento 
de la muestra 
Macerar en 
nitrógeno 
líquido 
Macerar en nitrógeno 
líquido en morteros 
pequeños 
Macerar en nitrógeno 
líquido en morteros 
pequeños dejando 
evaporar casi por  
completo el nitrógeno e 
inmediatamente, triturar 
la muestra   
Lisis 
400µL de 
buffer CTAB 
(2X), 
precalentado a 
65°C durante 
30min y 4µL 
de β-
mercaptoetano
400µL de buffer CTAB 
(2X), precalentado a 65°C 
durante 10min y 4µL de β-
mercaptoetanol. Agitar y  
vortex 
400µL de buffer CTAB 
(2X), precalentado a 
65°C durante 30min y 
4µL de β-
mercaptoetanol. Agitar 
y  vortex 
400µL de buffer CTAB 
(2X), precalentado a 65°C 
durante 15min y 4µL de 
β-mercaptoetanol. Agitar 
y  vortex 
	   71	  
l 
Incubación 
Incubar las 
muestras a 
65°C durante 
30min y 
mezclar cada 
5min por 
inversión 
Incubar las muestras a 65°C 
durante 30min y mezclar 
cada 10min por inversión 
    
Proteólisis 
300µL de 
cloroformo al 
100%y 
centrifugar 
durante 10min 
a 10000rpm y 
4°C 
300µL de cloroformo al 
100%, agitar por inversión 
2min y centrifugar durante 
10min a 10000rpm y 4°C 
400µL de cloroformo-
alcohol isoamílico 
(24:1), agitar por 
inversión 1min, 
centrifugar durante 
10min a 10000rpm y 
4°C. Transferir 
sobrenadante a un nuevo 
tubo agregando un 
volumen equivalente de 
cloroformo al 100%. 
Agitar por inversión 2 
min y centrifugar a 4°C, 
10000rpm por 10min. 
400µL de cloroformo-
alcohol isoamílico (24:1), 
agitar por inversión 1min, 
centrifugar durante 10min 
a 10000rpm y 4°C. 
Transferir sobrenadante a 
un nuevo tubo agregando 
un volumen equivalente 
de fenol- cloroformo 
(1:1). Agitar por 
inversión 30 veces y 
centrifugar a 4°C, 
10000rpm por 10min. 
Transferir sobrenadante a 
un nuevo tubo y agregar 
un volumen equivalente 
de cloroformo al 100%, 
agitar por inversión 2 min 
y centrifugar a 4°C, 
10000rpm durante 10min. 
Realizar el paso 2  veces. 
Concentración 
y purificación 
de los ácidos 
nucleícos  
Transferir 
sobrenandante 
a un nuevo 
tubo, 
adicionar  1 
vol equiv. de 
isopropanol 
80% y  agitar 
8 veces por 
inversión. 
Almacenar a -
20°C por 2 
horas. 
Centrifugar 
6min. 
Descartar 
sobrenadante 
y lavar el 
pellet con 
200µL de 
etanol 70%. 
Centrifugar a 
13000rpm  
5min 4°C. 
Repetir y 
secar el pellet 
al vacío. 
Resuspender 
Transferir sobrenandante a 
un nuevo tubo, adicionar un 
vol equivalente de 
isopropanol 80% y  agitar 8 
veces por inversión. 
Almacenar a -20°C por 2 
horas. Centrifugar por 6min. 
Descartar sobrenadante y 
lavar el pellet con 200µL de 
etanol 70%. Descartar el 
sobrenadante, centrifugar a 
12000rpm por 12min a 4°C. 
Repetir el último proceso. 
Secar el pellet sobre una 
servilleta durante 20min y 
se resuspender en 20µL de 
buffer TE 1X 
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en 50µL de 
buffer TE 1X 
Purificación 
de ADN y 
almacenamie
nto 
Adicionar 1µL 
de RNasa e 
incubar a 
37°C durante 
1 hora. 
Almacenar a -
20°C hasta su 
uso.       
 
Producto de todas las modificaciones evaluadas, el siguiente protocolo fue determinado 
como el ideal para obtener ADN de T. solanivora de buena calidad para los análisis 
moleculares:  
 
a. Se macera la muestra (larva completa, tren superior o tren inferior de la larva) 
cuidadosamente en un mortero pequeño con nitrógeno liquido. El macerado se agrega a un 
tubo ependorf. Nota: dejar evaporar la mayor parte del nitrógeno antes de macerar la 
muestra. 
b. Se agregan 400µL de buffer CTAB 2x precalentado a 65°C en baño maría durante 20 
minutos, mas 4µL de β-mercaptoetanol y se agitan en vortex. 
c. Se incuban las muestras en baño maría durante 30 minutos a 65°C y se agitan por 
inversión cada 10 minutos (aproximadamente unas 10 veces). 
d. Se agregan 300µL de cloroformo al 100%, se agita unas 10 a 15 veces por  inversión y se 
centrifuga a 10000rpm y 4°C durante 10 minutos. 
e. El sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo y se agrega un volumen equivalente de 
cloroformo al 100%, se agita por inversión de 10 a 15 veces y se centrifuga a 10000rpm y 
4°C durante 10 minutos. 
f. El sobrenadante se transfiere a otro tubo y se agrega un volumen equivalente de 
isopropanol al 80%, se agita por inversión 8 veces y se almacenan las muestras durante 2 
horas a -20°C. 
g. Se sacan las muestras de la nevera y se centrifugan a 10000rpm y 4°C durante 6 minutos, 
se descarta el sobrenadante y el pellet se lava con 200µl de etanol al 70%. Se centrifuga a 
12000 rpm y 4°C durante 12 minutos y se repite el lavado. 
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h. El pellet final se deja secar sobre servilleta aproximadamente 20 minutos o hasta 
observar que se encuentra seco. 
i. El pellet se resuspende en 40µl de buffer TE 10X. 
j. Se adiciona 1µL de RNasa y se incuban a 37°C en baño maría durante 1 hora. Luego se 
almacenan a -20°C hasta su uso. 
 
2.4.2. Condiciones estandarizadas para la amplificación de los genes cytb y COI en en 
individuos de T. solanivora procedentes de Colombia. 
Al emplear los cebadores mitocondriales (TsF1 y TsR) reportados por Torres Leguizamon 
et al., (2011) para la amplificación del gen cytb en Tecia solanivora, así como las parejas 
de cebadores (CP1 y Tser; CB1 y CB2; CB3H y CB3R) reportadas por Puillandre et al., 
(2008) para la amplificación del mismo gen, no se obtuvieron resultados confiables, ni 
reproducibles (Figura 1). Un resultado confiable consiste en la obtención de fragmentos 
únicos para ser secuenciados y analizados en la identificación de posibles haplotipos 
mitocondriales. 
 
En cuanto al gen COI, los cebadores mitocondriales (JM76 y JM77; JM76 y COI1058R) 
reportados por Nagoshi et al., (2007) para la amplificación del gen COI en Spodoptera 
frugiperda, fueron evaluados para la amplificación del mismo gen en individuos de T. 
solanivora. 
 
En la Figura 2, se puede evidenciar que no se produjeron fragmentos específicos posterior a 
la amplificación por PCR usando los cebadores y las condiciones reportadas para S. 
frugiperda. En el proceso de estandarización se continuó realizando modificaciones en 
concentraciones de reactivos, rangos de temperatura, tiempos de anillamiento y 
amplificación, y muestras de ADN variantes.   
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Figura 1. Electroforesis de las PCRs realizadas para la amplificación de fragmentos del  
gene cytb usando cebadores publicados por Puillandre et al (2008) y Torres Leguizamon et 
al (2011). A pesar de las variables evaluadas siempre hubo producción de fragmentos 
inespecíficos. (M: marcador de peso molecular de 50pb; los números: muestras de 
diferentes individuos de T. solanivora).	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Electroforesis de las PCRs realizadas para la amplificación de fragmentos del  
gene COI usando cebadores publicados por Nagoshi et al., (2007). A pesar de las variables 
evaluadas siempre hubo producción de fragmentos inespecíficos. (M: marcador de peso 
molecular de 50pb; los números: muestras de diferentes individuos de T. solanivora). 
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A pesar de ser cebadores reportados para la amplificación del gen COI en un insecto 
lepidóptero (como T. solanivora), no se obtuvo resultados confiables, ni reproducibles. 
 
Ante las repetidas evaluaciones con resultados no satisfactorios, se realizó un análisis 
bioinformático mediante comparación de secuencias de ADN de insectos lepidópteros de 
diferentes familias reportadas en las bases de datos (National Center for Biotechnolgy 
information – NCBI), entre ellas y con las secuencias de los cebadores reportados por  
Puillandre et al., (2008) y Torres Leguizamon et al., (2011) para el gen cytb, así como los 
reportados por Nagoshi et al., (2007a, 2007b) para el gen COI. 
 
Al comparar las secuencias de los genes COI y cytb de varios insectos pertenecientes a 
ocho (8) familias del orden Lepidóptera, se encontró un alto grado de variabilidad (superior 
al 50%), lo cual permitió entender la complejidad de extrapolar los cebadores 
estandarizados en un insecto de familia diferente a la de T. solanivora (Figuras 3 y 4).  
 
 
 
 
Figura 3. Alineamiento múltiple con el algoritmo Clustal W realizado con el programa 
Geneious versión 5.3.6, usando secuencias de genes COI de insectos lepidópteros 
pertenecientes a familias diferentes a Gelechiidae. En la parte superior se presenta el 
alineamiento completo (los puntos negros indican los sitios diferentes), en la parte inferior 
se presenta una imagen parcial para ver las diferencias con mayor detalle. 
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Figura 4. Alineamiento múltiple con el algoritmo Clustal W realizado con el programa 
Geneious versión 5.3.6, usando secuencias de genes cytb de insectos lepidópteros 
pertenecientes a familias diferentes a Gelechiidae e incluyendo una accesión de T. 
solanivora. En la parte inferior se presenta el alineamiento completo (los puntos negros 
indican los sitios diferentes), en la parte superior se presenta un fragmento parcial para ver 
las diferencias con mayor detalle. 
 
 
Se determinó que los cebadores reportados que amplifican una región del gen cytb para 
individuos de T. solanivora, se unen en puntos variables de secuencias procedentes de 
insectos de la familia Gelechiidae (a la cual pertenece T. solanivora), lo cual justifica la 
presencia de fragmentos inespecíficos en las PCRs realizadas anteriormente. Los mismos 
autores (Torres Leguizamon et al., 2008; Puillandre et al., 2011) manifestaron en los 
reportes problemas de amplificación. Dado que no fue posible encontrar homología en las 
secuencias con los cebadores reportados, se procedió a realizar el diseño de nuevos 
cebadores para ésta especie de Colombia. 
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Para el diseño de los nuevos cebadores, una banda específica obtenida mediante 
amplificación por PCR y posterior electroforesis en gel de agarosa, fue aislada y 
secuenciada mediante el método de Sanger et al., (1977).  
 
El protocolo realizado para la purificación de la banda del gel de agarosa fue el siguiente:  
•Recortar las bandas del gel de agarosa y depositarlas en un tubo eppendorf de 1.5 ml. 
•Llenar con acetato de sodio 0.3 M, pH 5.4 (Acetato de sodio 40.81 gr; Agua destilada 900 
ml; llevar pH a 5.4 con ácido acético glacial; Completar volumen a 1L. Autoclavar). e 
incubar durante 15 min. 
•Retirar el acetato de sodio del tubo eppendorf y sacar la banda (fragmento de agarosa) 
colocándolas sobre una placa de vidrio (porta objeto) y cortarla en pedacitos con un bisturí. 
•Introducir estos pedacitos en un tubo eppendorf de 0.5 ml (preperforado en la base con una 
aguja estéril y relleno con trocitos de gasa de 0.5x 0.5 cm). 
•Colocar este tubo, dentro de un tubo de 1.5 ml. 
•Sellar el montaje e introducirlo e nitrógeno líquido por 10 min. 
•Centrifugar a 10.000 rpm por 10 min. 
•Pasar el liquido del tubo de 1.5 ml a un tubo nuevo y medir su volumen. 
•Adicionar 1.5 volúmenes de etanol absoluto y 0.1 volúmenes de Acetato de sodio 3M pH 
5.2 (Acetato de sodio 408.1 gr; Agua destilada 900 ml; llevar pH a 5.2 con ácido acético 
glacial; completar volumen a 1 L. Autoclavar). 
•Dejar precipitar el DNA durante la noche a -20ºC o 10 min. a -70 ºC. 
•Centrifugar a 12.000 rpm durante 20-30 min. 
•Lavar con etanol al 70 %. 
•Centrifugar a 12.000 rpm durante 10 min. 
•Repetir el lavado. 
•Secar el pellet, empleando una centrifuga con vació, o dejando los tubos abiertos. 
•Resuspender el pellet en 25 ml de Buffer TE (Tris-HCl 1M pH 8.0 5 ml; EDTA 0.5 M 1 
M; completar a 500 ml con agua destilada. Autoclavar).  
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Como resultado, siete (7) bandas fueron aisladas (4 del gen COI y 3 del gen cytb) y 
secuenciadas por ambos extremos (forward y reverse). Las secuencias fueron editadas y 
analizadas en Geneious, a partir del cual se diseñaron los siguientes nuevos pares de 
cebadores: 
 
•Para el gen COI se diseñaron dos (2) parejas de cebadores: 
 
COIF904:    5´- TGGGGCAGGAACTGGTTGAACTG -3´ 
COIR904:   5´-CTATAATTAATTTGAGTTCCATG-3 
   
CO1F: 5´-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3´ 
CO1R: 5´-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3´ 
  
•Para el gen cytb se diseñaron dos (2) parejas de cebadores: 
 
CYTBF904: 5´-CTAGTTAATTGAATTTGAGGGGG-3 
CYTBR904:  5´-AACCCTTACTTGTTGGGGGATCCAG-3 
  
CYTBForTS: 5´-TGCGTCTACCTACACATTGGGCGAGG-3´ 
CYTBRevTS: 5´-GAGCTCCGATTCATGTTAAGAG-3 
 
En las Figuras 5 a la 9 se presentan los resultados obtenidos al obtener las condiciones 
ideales de amplificación de los genes COI y cytb, con las parejas de cebadores diseñados. 
Cambios en las temperaturas, concentraciones de cebadores, tiempos de anillamiento, 
tiempos de extensión, concentraciones de MgCl2, y por su puesto la concentración de las 
muestras de ADN fueron las variables evaluadas. 
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Figura 5. PCR en gradiente para definir la temperatura de annealling de los cebadores 
COI904, COI, CytbTS y Cytb904. ADN de un individuo de T. solanivora procedente del 
departamento de Boyacá, fue usado en las amplificaciones. (M: marcador de peso 
molecular de 50pb; 1, 9, 17 y 25 a 65ºC; 2, 10, 18 y 26 a 63.6ºC; 3, 11, 19 y 27 a 61.2ºC; 4, 
12, 20 y 28 a 57,6ºC; 5, 13, 21 y 29 a 52,6ºC; 6, 14, 22 y 30 a 49ºC; 7, 15, 23 y 31 a 46.5ºC; 
8, 16, 24 y 32 a 45ºC; C- es el control negativo en cada reacción a 45ºC) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                           
Figura 6. PCR confirmatoria para las parejas de cebadores COI904, COI, CytbTS y 
Cytb904, respectivamente. M: marcador de peso molecular de 100pb; A muestra de 
Antioquia, B muestra de Boyacá, NS muestras de Norte de Santander1, C- es el control 
negativo en cada reacción). 
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Figura 7. PCR realizada con las parejas de cebadores COI y CytbTS ampliando las 
condiciones de reacción a 40 ciclos y aumentando el tiempo de annealling, M: marcador de 
peso molecular de 100pb; A muestra de Antioquia, B muestra de Boyacá, NS muestras de 
Norte de Santander1, C- control negativo en cada reacción.  
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Figura 8. PCR con gradiente de concentración de MgCl2 para la pareja de cebadores 
CytbTS. M: marcador de peso molecular de 100pb; A muestra de Antioquia, B muestra de 
Boyacá, NS muestras de Norte de Santander, N muestra de Nariño, C- control negativo en 
cada reacción. 1 al 5 0.5mM MgCl2, 6 al 10 1mM MgCl2, 11 al 15  1,5mM MgCl2, 16 al 20 
2mM MgCl2, 2,5mM MgCl2, 26 al 30 3mM MgCl2, 31 al 35 3,5mM MgCl2 y finalmente, 
36 al 40 4mM MgCl2. 
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Figura 9. PCR con gradiente de concentración de MgCl2 desde 1.5mM hasta 3mM, para la 
pareja de cebadores COI. M: marcador de peso molecular de 100pb; A muestra de 
Antioquia, B muestra de Boyacá, NS muestras de Norte de Santander, N muestra de 
Nariño, C- control negativo en cada reacción.  
 
2.4.3. Amplificación de los genes COI y cytb en T. solanivora para primera reacción de 
secuenciación 
 
En las figuras 10 y 11 se presentan los resultados obtenidos de la amplificación con los 
cebadores COI y CytbTS en los seis individuos de Tecia solanivora evaluados por cada 
departamento.  Un total de 24 muestras por cada gen mitocondrial fueron amplificados y de 
éstos, los 5 mejores fragmentos por departamento fueron seleccionados para la 
secuenciación. 
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Figura 10. PCR con cebadores COI para secuenciación, con una concentración definitiva 
de 2mM MgCl2. M: es el marcador de peso molecular de 100pb; A muestra de Antioquia, B 
muestra de Boyacá, NS muestras de Norte de Santander, N muestra de Nariño, C- es el 
control negativo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. PCR con cebadores CytbTS para secuenciación, con una concentración 
definitiva de 2.6mM MgCl2. M: es el marcador de peso molecular de 100pb; A muestra de 
Antioquia, B muestra de Boyacá, NS muestras de Norte de Santander, N muestra de 
Nariño, C- es el control negativo.  
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2.4.4. Análisis de las secuencias iniciales obtenidas de los genes mitocondriales COI y cytb 
en T. solanivora. 
Una vez editadas las secuencias, el alineamiento múltiple realizado para el gen COI con los 
20 individuos de T. solanivora permitió la obtención de dos grupos generales de secuencias 
(1 grupo para la región Norte de Santander y otro grupo compartido para las regiones 
Boyacá, Antioquia y Nariño). Ver Figura 12. 
 
 
 
Figura 12. Alineamiento múltiple Clustal W (Geneious Pro versión 5.3.6), entre los 20 
individuos de T. solanivora de los 4 departamentos de Colombia, caracterizados con el gen 
COI. Arriba el alineamiento completo (puntos negros indican sitios diferentes); abajo 
imagen parcial para ver las diferencias con mayor detalle. 
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En cuanto al gen cytb, el alineamiento múltiple presentó una homología general entre todas 
las secuencias, asumiendo la presencia de un mismo grupo de secuencias para todas las 
regiones (Figura 13). Hubo unas ligeras diferencias en los extremos de las secuencias, las 
cuales difícilmente pueden ser atribuidas a mutaciones en el gen.  
 
 
 
 
 
Figura 13. Alineamiento múltiple Clustal W (Geneious Pro versión 5.3.6), entre los 20 
individuos de T. solanivora de los 4 departamentos de Colombia caracterizados en el gen 
cytb mitocondrial. Arriba el alineamiento completo (puntos negros indican sitios 
diferentes); abajo pantallazo parcial para ver las diferencias con mayor detalle. 
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2.4.5. Estandarización de amplificación de loci microsatelites en T. solanivora. 
Torres-Leguizamón et al., (2009) aislaron y caracterizaron microsatelites en T. solanivora 
de poblaciones localizadas en Centroamérica (Guatemala y Costa Rica). En la tabla 2 se 
presenta las condiciones reportadas por los autores mencionadas y las definidas en esta 
investigación, posterior a la estandarización.  
 
De igual forma, las tablas 3 y 4 presentan las condiciones estandarizadas para la 
preparación de los geles de poliacrilamida al 10% en cámaras de electroforesis de 8 cm x 8 
cm y 15 cm x 15 cm, respectivamente. El esquema de un gel de poliacrilamida preparado 
para separar las muestras mediante electroforesis es presentado en la Figura 14. 
 
Tabla 2. Condiciones reportadas por Torres-Leguizamón et al., (2009) y las ajustadas en 
esta investigación, para el estudio poblacional en T. solanivora procedente de Colombia. 
 
Condiciones Torres-Leguizamosn et al. (2009) Condiciones estandarizadas por Villanueva  
Locus/ 
motivo/ 
GenBan
k 
accesion 
Secuencia 
cebadores 
(5´-3´) 
T 
anne
alling 
(ºC) 
MgCl
2  
por 
reacc
ión 
Longit
ud 
Final 
del 
amplic
on (bp) 
Mg
Cl2  
por 
rea
cció
n 
Tº 
Anne
aling 
(°C) 
T 
(°C) tiempo 
# 
ciclos 
Longitud 
Final del 
amplicon 
(bp) 
1A3 
/(AC)11 
/FJ56095
9 
F: 
TGATCTG
ACATGG
CTTGG 55 2.5 mM 87-114 
1.5
mM 55 
94 2 min 1 
87-114 
94 20 seg 
35 55 10 seg 
R: 
ATGGGT
CGTGGG
TCGT 
70 30 seg 
70 10 min 1 
12 ∞ 1 
5D11 
/(AC)12  
/FJ56096
0 
F: 
GTCAGA
GGTGGC
GATT 
55 2.5 mM 
158-
194 
1.5
mM 55 
94 2 min 1 
158-194 
94 20 seg 
35 55 10 seg 
R: 
AGGTTA
GTTTAG
GGACTT
CA 
70 30 seg 
70 10 min 1 
12 ∞ 1 
11A8 
/(GT)4…
F: 
ATCGTTC 55 
2.5 
mM 
182-
229 
1.5
mM 49 
94 2 min 1 182-229 94 20 seg 35 
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(TG)4  
/FJ56096
1 
GGCATT
CTCA 49 10 seg 
R: 
CGACCT
AAATCA
AAG 
70 30 seg 
70 10 min 1 
12 ∞ 1 
15B5 
/(GT)12  
/FJ56096
2 
F: 
ATTCCG
GTTGGG
TAGTAG
AA 50 2.5 mM 
205-
254 
1.5
mM 57 
94 2 min 1 
205-265 
94 20 seg 
35 57 10 seg 
R: 
TTATCAG
CATCAA
ATGTCGT 
70 20 seg 
70 10 min 1 
12 ∞ 1 
15H1 
/(CA)11  
/FJ56096
4 
F: 
ACCTACT
AAAAAC
TGGCTG
AA 50 2.5 mM 
199-
216 
1.5
mM 55 
94 2 min 1 
199-216 
94 20 seg 
35 55 10 seg 
R: 
GATCAA
GATATG
TCCTTTT
TCGTAT 
70 20 seg 
70 10 min 1 
12 ∞ 1 
15F1 
/(GT)3G(
GT)4  
/FJ56096
3 
F: 
AGAAAA
CAAAAT
ACAAGC
AAA 50 2.5 mM 
175-
194 
3 
mM 53 
94 2 min 1 
175-194 
94 20 seg 
35 53 10 seg 
R: 
ACTGGA
GACCTA
CTTAAAT
AAATG 
70 20 seg 
70 8 min 1 
12 ∞ 1 
16H3 
/(TG)9  
/FJ56096
5 
F: 
ACTTCAC
TGTCATA
CGGA 
50 2.5 mM 
226-
239 
2 
mM 54 
94 2 min 1 
226-239 
94 20 seg 
35 54 10 seg 
R: 
TCTTCTT
GGCGTT
GAAATA
G 
70 20 seg 
70 8 min 1 
12 ∞ 1 
16H5 
/(TG)10  
/FJ56096
6 
F: 
CAAACA
CATAAC
AATTCA
AACG 50 2.5 mM 
249-
285 
2 
mM 52 
94 2 min 1 
249-285 
94 20 seg 
35 52 10 seg 
R: 
GTCACA
GAACTA
CGGCTTT 
70 20 seg 
70 8 min 1 
12 ∞ 1 
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Tabla 3. Condiciones estandarizadas para preparar geles de poliacrilamida al 10% en 
cámaras de electroforesis de 8 cm x 8 cm. 
 
  PARA 1 GEL PARA 2 GELES 
REACTIVO Stacking Gel 
Running 
Gel  
Stacking 
Gel 
Running 
Gel  
Agua bidestilada (µL) 1475 2954 2950 5909 
Acrilamida/Bis (40%) 29:1 (µL) 623 1243 1246 2487 
TBE 10X (µL) 320 640 641 1281 
APS (10%) (µL) 78 155 155 310 
TEMED (µL) 3 6.29 6 12.57 
VOLUMEN TOTAL (µL) 2499 4998.29 4998 9999.57 
Vaciar la mezcla "Running gel" entre los vidrios y dejar polimerizar  ≈ 5 min; 
luego, vaciar la mezcla "Stacking gel" evitando la formación de burbujas al 
introducir el peine, dejar polimerizar  ≈ 5 min. 
 
 
Tabla 4. Condiciones estandarizadas para preparar geles de poliacrilamida al 10% en 
cámaras de electroforesis de 15 cm x 15 cm. 
Reactivos Running (1 gel) 
Agua bidestilada (ml) 19.5 
Acrilamida/Bis 29:1 (40%) (ml) 8.204 
TBE 10X (ml) 4.22 
APS (10%) (ml) 1.023 
TEMED (µl) 4.151 
VOLUMEN TOTAL (ml) 37.098 
 
La visualización de los fragmentos obtenidos se realizó mediante tinción en Nitrato de Plata 
(AgNO3). Cuando las muestras fueron separadas en las cámaras de electroforesis de 15cm x 
15cm se usó el siguiente procedimiento estandarizado, bajo la máxima oscuridad posible 
(especialmente los pasos 2 y 3): 
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1. Preparar 90 mL de H2O bidestilada + 10 mL de Etanol-ácido acético (10X). Sumergir el 
gel en esta solución y aplicar agitación para fijar durante 20 minutos. Pasado este tiempo se 
debe retirar la solución dándole un breve enjuague con agua del grifo durante 10 segundos. 
2. Preparar 99 mL de H2O bidestilada +  1 mL  de AgNO3 (100X). Servir y aplicar 
agitación durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo lavar suavemente 2 veces por 10 
segundos con agua del grifo. 
3. Revelar el gel con la siguiente mezcla fría: 60 mL de H2O bidestilada + 1 mL de 
formaldehído 37% + 40 mL de NaOH 7.5%. Dejarlo actuar durante aproximadamente 7 
minutos. 
4. Fijar tinción con solución 1 (Etanol-ácido acético 1X) para neutralizar. 
5. Tomar foto. 
 
Cuando las muestras fueron separadas en las cámaras de electroforesis de 8cm x 8cm se usó 
el siguiente procedimiento estandarizado: 
1. Preparar 22.5 mL de H2O bidestilada + 2.5 mL de Etanol-ácido acético (10X). Sumergir 
el gel en esta solución y aplicar agitación para fijar durante 20 minutos. Pasado este tiempo 
se debe retirar la solución dándole un breve enjuague con agua del grifo durante 10 
segundos. 
2. Preparar 24.75 mL de H2O bidestilada + 250 µL  de AgNO3 (100X). Servir y aplicar 
agitación durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo lavar suavemente 2 veces por 10 
segundos con agua del grifo. 
3. Revelar el gel con la siguiente mezcla fría: 15 mL de agua bidestilada + 250 µL de 
formaldehído 37% + 10 mL de NaOH 7.5%. Dejarlo actuar durante aproximadamente 7 
minutos. 
4. Fijar tinción con solución 1 (Etanol-ácido acético 1X) para neutralizar. 
5. Tomar foto. 
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Figura 14. Representación esquemática de un gel de poliacrilamida preparado para separar 
las muestras mediante electroforesis.  
 
La genotipificación de los alelos se realizó manualmente y bajo el criterio del mismo 
investigador. En las Figuras 15 y 16 se presentan algunos ejemplos de los resultados 
obtenidos, en particular para los loci 11A8, 5D11, 15H1 y 15F1.  En la zona 
correspondiente de identificación de los alelos de cada locus (Ver rango del tamaño de los 
alelos en la Tabla 2) se muestra la genotipificación realizada. Asi mismo, en la Figura 16 
(abajo) se presenta un ejemplo de la evaluación para determinar la confianza en la 
reproducibilidad de los resultados, realizada para todos los loci en el proceso de 
estandarización. Cada microsatélite fue evaluado 3 veces por cada organismo, en 
reacciones de PCR diferentes. Posteriormente, se realizó la genotipificación de los 
individuos de T. solanivora de las 4 regiones evaluadas (Antioquia, Boyacá, Norte de 
Santander y Nariño). 
	   91	  
 
 
Figura 15. Electroforesis en geles de acrilamida al 10% teñidos con nitrato de plata, de 
fragmentos amplificados A) Imagen superior: con el locus 11A8 en muestras de ADN de T. 
solanivora procedentes de Boyacá (57 – 107) y Norte de Santander (NS2 – NS22). M: 
Ladder 50pb. B) Imagen inferior: con el locus 5D11 en muestras de ADN de T. solanivora 
procedentes de Boyacá (B14 – B104). M: Ladder 50pb. C: Control negativo. Los números 
en el gel representan los alelos identificados. 
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Figura 16. Electroforesis en geles de acrilamida al 10% teñidos con nitrato de plata, de 
fragmentos amplificados A) Imagen superior: con el locus 15H1 en muestras de ADN de T. 
solanivora procedentes de Norte de Santander (NS60-NS93) y Nariño (N1 – N11). M: 
Ladder 50pb. C: Control negativo. B) Imagen inferiorr: con el locus 15F1 para determinar 
la reproducibilidad de los resultados. El mismo individuo en tres reacciones de PCR 
diferentes. Los números en el gel representan los alelos identificados. 
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2.5. Conclusiones. 
 
• Un protocolo para la extracción de ADN de T. solanivora fue estandarizado. Las 
condiciones del mismo fueron definidas a partir del procedimiento reportado por 
Salinas- Hernández y Saldamando-Benjumea (2011), con varias modificaciones. 
 
• Los cebadores reportados por Torres Leguizamon et al., (2011) y Puillandre et al., 
(2008)  para la amplificación del gen cytb en Tecia solanivora, así como los 
reportados por Nagoshi et al., (2007) para la amplificación del gen COI en S. 
frugiperda, no permitiern la obtención de fragmentos específicos en individuos de 
ésta plaga procedentes de Colombia, motivo por el cual nuevos cebadores fueron 
desarrollados y estandarizados para los análisis moleculares necesrios en esta 
investigación.  
 
• Se ajustaron las condiciones de amplificación de los cebadores reportados por 
Torres-Leguizamon et al., 2009 para la amplificación de loci microsatélites en T. 
solanivora colectados en diferentes regiones de Colombia.  
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CAPÍTULO III 
 
DIFERENCIACIÓN GENÉTICA DE Tecia solanivora EN COLOMBIA, BASADO 
EN DOS GENES MITOCONDRIALES: CITOCROMO B Y CITOCROMO 
OXIDASA I. 
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3.1. Resumen 
 
Tecia solanivora (Povolny, 1973) (Lepidoptera: Gelechiidae) es considerada la plaga más 
importante en el cultivo de la papa (Solanum tuberosum) en Centro, Sur América e Islas 
Canarias en España. La mayoría de los estudios hechos en éste insecto se han enfocado en 
el control de la plaga, pero pocos han considerado el aspecto evolutivo de la misma. Este 
capítulo fue realizado con el fin de hacer un análisis de la filogeografía de T. solanivora, 
mediante el uso de larvas y adultos colectados en Antioquia, Boyacá, Norte de Santander y 
Nariño, y el estudio de fragmentos de dos de sus genes mitocondriales: citocromo b (cytb) y 
citocromo oxidasa I (COI). Los resultados obtenidos (después de concatenar los genes) 
revelaron que T. solanivora está genéticamente estructurada, teniendo en cuenta que la 
población de Norte de Santander fue la más diferenciada respecto a las poblaciones del 
resto del país. Estos resultados podrían ser explicados teniendo en cuenta que Norte de 
Santander fue la primera población en Colombia que el insecto invadió. Adicionalmente, la 
homogeneidad genética que se encontró en las demás regiones analizadas podría deberse al 
movimiento de semilla de papa infestada desde Cundinamarca y Boyacá hacia las demás 
regiones del país. El test de Tajima mostró que las poblaciones de T. solanivora de Boyacá 
se encuentra en expansión, esto puede deberse al hecho de que este deparramento 
representa una de las regiones donde se produce y se moviliza papa a otras regiones del 
país. Finalmente, árboles construídos con las secuencias del gen Cytb y mediante el 
algoritmo UPGMA mostraron que Guatemala es la población más diferenciada 
genéticamente, seguida de Venezuela, Islas Canarias, Colombia y Ecuador. Estos resultados 
coinciden con el modelo de migración de T. solanivora desde Centroamérica hacia el sur 
del continente.  
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3.2. Introducción. 
 
Tecia solanivora (Povolny, 1973) (Lepidoptera: Gelechiidae) fue primero reportada en 
Centroamérica (Pulliandre et al., 2008) y actualmente representa una de las plagas 
entomológicas más limitantes del cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) en todos los 
países en los que se encuentra, especialmente en Centro y Sur América, así como Islas 
Canarias en España (Torres, 1998; Niño 2004; Bosa et al., 2005; Valderrama et al., 2007; 
Pulliandre et al., 2008; Villanueva et al., 2009; Torres-Leguizamón et al., 2011). Este 
insecto ataca particularmente a los tubérculos de papa tanto en campo como en condiciones 
de almacenamiento, generando pérdidas económicas que oscilan entre el 50 y 100% 
(Zeddam et al., 2008).  
 
El control de ésta plaga se realiza principalmente mediante la aplicación intensiva de 
insecticidas químicos, los cuales presentan varios inconvenientes, entre los cuales se 
destaca la aparición de resistencia y problemas de contaminación ambiental (Valderrama et 
al., 2007). Por esta razón, se han desarrollado diferentes alternativas al control químico, 
como el uso de los controladores biológicos, entre ellos las endotoxinas de Bacillus 
thuringiensis (Valderrama et al., 2007; Villanueva et al., 2009) y  Baculovirus 
(Baculoviridae) (Cuartas et al., 2009; Espinel-Correal et al., 2006, 2010, 2012). 
Adicionalmente, otro método estudiado para reducir y monitorear las densidades 
poblacionales en campo de T. solanivora ha sido el uso de feromonas, las cuales 
interrumpen la comunicación sexual entre los individuos o la preferencia por el hospedero, 
en este caso las plantas de papa (Bosa et al., 2005).  
 
Estudios históricos y basados en la genética del insecto, han mostrado que T. solanivora es 
originaria de Guatemala y que en 1970 esta plaga se dispersó a otros países en Centro 
América, incluyendo Honduras y Costa Rica (Torres-Leguizamón et al., 2011). 
Posteriormente, ésta plaga migró a Nicaragua y Salvador debido al libre movimiento de 
tubérculos de papa entre países de Centro y Suramérica. T. solanivora fue reportada por 
primera vez en Suramérica, más específicamente en Venezuela en 1989 y dos años mas 
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tarde en Colombia.  En 1990 fue encontrada en Ecuador (Pozo y Zambrano 2002) y en 
Tenerife (Islas Canarias) (García et al., 2002). El reporte más reciente de ésta especie fue 
realizado en México (Roblero et al., 2011). Dado el comportamiento migratorio de ésta 
plaga, dos estudios separados basados en la diferenciación genética y composición 
haplotipica del insecto fueron realizados usando secuencias del gen mitocondrial citocromo 
B (cytb) con muestras procedentes de Guatemala, Costa Rica, Honduras, Venezuela, 
Ecuador, Colombia e Islas Canarias (Pulliandre et al., 2008; Torres –Leguizamón et al., 
2011). A partir de esos análisis, Puillandre et al., (2008) sugirió que las poblaciones de  T. 
solanivora  sufrieron un cuello de botella en Suramérica, mietras que Torres –Leguizamón 
et al., (2011) infirió el comportamiento migratorio de éste insecto en Centro, Suramérica  y 
España. No obstante, la mayoría de las muestras de T. solanivora que fueron usadas para 
los estudios referenciados previamente, fueron recolectados en el departamento de 
Cundinamarca (Centro de Colombia) y adicionalmente, ambos estudios se enfocaron 
principalmente en la biología evolutiva del insecto, dejando de lado el aspecto del manejo 
integrado de la plaga, la cual es de mayor relevancia teniendo en cuenta las pérdidas 
económicas ocasionadas por el insecto en nuestro país. 
 
El análisis del ADN mitocondrial (ADNmt) se asume generalmente como una herramienta 
más poderosa que las aloenzimas y marcadores de ADN nucleares, dado que revelan el 
flujo de genes histórico versus el flujo de genes actual (Lewter et al., 2006; Salinas-
Hernández y Saldamando-Benjumea, 2011). Los genes mitocondriales citocromo oxidasa I 
(COI), citocromo oxidasa II (COII) y el citocromo b (cytb) han sido útiles para estimar la 
variabilidad genética, identificación de haplotipos, construcción de filogenias y estudios de 
genética poblacional en insectos (Avise, 1994; Freeland, 2005). Específicamente los genes 
COI y COII han sido usados para analizar modelos migratorios en poblaciones de 
Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera, Noctuidae) en Estados Unidos, Brasil 
(Nagoshi et al., 2007 a, b; Nagoshi et al., 2008) y Colombia (Salinas-Hernández y 
Saldamando-Benjumea, 2011). De igual manera, el gen cytb fue usado para determinar la 
migración de poblaciones de T. solanivora desde Guatemala hasta Suramérica y España  
(Torres-Leguizamón et al., 2011). Los genes mitocondriales son heredados vía materna y 
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así, la presencia de haplotipos en una región particular implica el movimiento histórico de 
sus relacionados entre sitios, permitiendo a los investigadores llegar a análisis 
filogeográficos en una especie a través de la identificación de haplotipos y construcción de 
redes, estableciedo relaciones genealógicas (Freeland, 2005). 
 
Los patrones migratorios en insectos han sido pobremente estudiadas comparado con aves y 
mamíferos (Wei et al., 2013). Adicionalmente, es difícil la aplicación de ciertas técnicas  
(como por ejemplo, marcadores fluorescentes, radioisótopos y monitoreo por radar) para 
estudiar la migración en insectos, debido entre otras, al tamaño pequeño, largas distancias 
de vuelo, corto ciclo de vida y dilución serial rápida de las poblaciones. Estudios de 
marcaje y recaptura son adicionalmente muy difíciles, teniendo en cuenta que los 
productores agrícolas no permiten a los investigadores liberar la plaga libremente en los 
campos  (Freeland, 2005; Wei et al., 2013). Teniendo en cuenta todo lo anterior, los 
estudios de filogeografía y genética poblacional tienen el potencial para resolver los 
desafíos planteados, particularmente, a través del uso de genes mitocondriales para estudiar 
filogeografía (Freeland, 2005).   
 
Finalmente, debido a que los genes mitocondriales representan marcadores moleculares 
adecuados para estudiar la filogeografía de una especie, su estructura poblacional y patrón 
migratorio (Salinas-Hernández y Saldamando-Benjumea, 2011), el propósito de éste 
capítulo de tesis fue estudiar la genética poblacional de T. solanivora en cuatro regiones de 
Colombia donde el insecto es considerado plaga (Antioquia, Cundinamarca, Norte de 
Santander and Nariño), usando para ello dos genes mitocondriales: citocromo oxidasa I 
(COI), el cual no ha sido evaluado en esta especie, y el gen citocromo b (cytb), usado por 
Pulliandre et al., (2008) y Torres –Leguizamón et al., (2011). Los datos de este estudio 
mejorarán el conocimiento de los modelos migratorios de T. solanivora, y de igual forma, 
brindarán lineamientos para mejorar las prácticas del manejo integrado de la plaga (MIP). 
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3.3. Objetivos. 
 
3.3.1 Objetivo general. 	  
Analizar la estructura genética poblacional y diferenciación molecular de la polilla 
Guatemalteca (Tecia solanivora) de Colombia, basado en dos genes mitocondriales: 
citocromo b y citocromo oxidasa I. 
 
3.3.2 Objetivos específicos. 
 
a) Estimar el grado de variabilidad genética de T. solanivora mediante el uso de secuencias 
de los genes mitocondriales citocromo oxidasa I (COI) y citocromo b (cytb) de individuos 
procedentes de los principales departamentos paperos de Colombia (Boyacá, Nariño, Norte 
de Santander y Antioquia). 
 
b) Identificar los haplotipos de T. solanivora encontrados a partir de la secuenciación de 
fragmentos de los genes COI y cytb de individuos procedentes Boyacá, Nariño, Norte de 
Santander y Antioquia. 
 
c) Probar si los patrones de distribución de los haplotipos obtenidos con el gen COI de este 
insecto, sugieren especificidad geográfica en las diferentes poblaciones de  Colombia. 
 
d) Determinar si T. solanivora se encuentra genéticamente estructurada en Colombia 
mediante el estudio de fragmentos de los genes mitocondriales COI y cytb.  
 
e) Establecer la diferenciación genética de las poblaciones colombianas de T. solanívora 
con las poblaciones reportadas para este insecto en Centro y Suramérica, mediante el 
análisis comparativo de las secuencias del gen cytb. 
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3.4. Materiales y Métodos. 
 
3.4.1 Recolecta de insectos. 
La recolecta de insectos se realizó siguiendo las condiciones reportadas en el capítulo II de 
ésta tesis. De esta forma, larvas, pupas y adultos de T. solanivora fueron recolectados en 
2011 y 2012 a partir de tubérculos infestados con el insecto procedentes de campo o 
almacenamiento (bodegas), de los departamentos de Antioquia, Boyacá, Norte de 
Santander y Nariño. Los individuos recolectados fueron clasificados atendiendo las 
indicaciones de clasificación taxonómicas reportados por Coto (1997) para Lepidópteros de 
la familia Gelechiidae. Una vez realizada, los organismos fueron ubicados en tubos de 
plásticos que contenían etanol al 70%, mientras se trasladaron al laboratorio donde fueron 
almacenados a -70ºC hasta su procesamiento. 
 
3.4.2 Obtención del ADN. 
ADN genómico de T. solanivora fue extraído usando el protocolo estandarizado en el 
capítulo II de esta tesis. La parte posterior o anterior de las larvas, pupas enteras o adultos 
enteros fueron macerados en nitrógeno líquido seguido de homogenización en 400 µL de 
buffer de extracción (100 mM Tris-HCL pH 8.0, 1.4M NaCl, 0.02m EDTA, 2x CTAB), y 4 
µL de β-mercaptoetanol; cada tubo se mezcló por inversión cada 10 min mientras se 
incubaba a 65 ºC durante 30 min. Posteriormente, 300 µL de cloroformo fueron 
adicionados y se continuó mezclando por inversión, seguido de centrifugación (10,000 x g 
for 10 min a 4ºC). Se colectó el sobrenandante y se transfirió a un tubo 1.5 mL, repitiendo 
el paso con cloroformo. La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y seguidamente, un 
volumen equivalente de isopropanol fue adicionado. Cada muestra se incubó a -20ºC 
durante 2 horas, y posteriormente las fases fueron separadas por centrifugación (10,000 x g 
for 10 min a 4ºC) para obtener un pellet donde se encontraba contenido el ADN. El pellet 
se lavó con 200 µL de etanol 70% y centrifugado dos veces (10,000 x g for 15 min a 4º C), 
posteriormente se dejó secar a temperatura ambiente por 30 min. El ADN obtenido fue 
resuspendido en 40 µL de buffer TE (1X) (TRIS HCL 100 mM, EDTA 10 mM, pH 8.0) y 
1µL de RNAse A (1 mg/ml) fue adicionado a cada tubo e incubado por 1 h a 37º C para 
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remover los restos de RNA presentes. Cada muestra fue analizada por electroforesis y 
cuantificada usando para ello el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, UK). 
 
3.4.3. Amplificación del gen COI a partir de individuos de T. solanivora procedentes de 4 
departamentos paperos de Colombia. 
La amplificación del gen mitocondrial COI mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) fue desarrollada usando los cebadores COI-F (5´-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3´) / COI-R (5´-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAA-ATCA-3´) (Barcode of life, 2012). Las reacciones de 
amplificación contenían 5 µL de buffer de reacción (1x), (50 mM KCl, 10 mM Tris – HCL 
pH 8.0), 2 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 0.16 µM de cada cebador, 1 U de Taq DNA 
polimerasa (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania) y 100 ng de DNA, en un volumen final de 
25 µL templado. Las amplificaciones fueron corridas en un termociclaor iCycler (Bio – 
Rad, CA, USA) usando un paso inicial de 94ºC (5 min), seguido por 35 ciclos de 94ºC (45 
s), 61ºC (45 s), 72ºC (45 s), con una extensión final a 72ºC por 5 min.  Los productos 
fueron analizados en geles de agarosa suplementados con GelRed y visualizados en un 
transiluminador. 
 
3.4.4. Amplificación del gen cytb a partir de individuos de T. solanivora procedentes de 4 
departamentos paperos de Colombia. 
La amplificación del gen mitocondrial cytb mediante PCR fue desarrollada usando los 
cebadores CYTBForTS (5´-TGCGTCTACCTACACATTGGGCGAGG-3´) / CYTBRevTS 
(5´-GAGCTCCGATTCAT-GTTAAGAG-3´), diseñados en esta investigación. Las 
reacciones de amplificación contenían 5 µL de buffer de reacción (1x), (50 mM KCl, 10 
mM Tris – HCL pH 8.0), 2.6 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 0.16 µM de cada cebador, 1 U 
de Taq DNA polimerasa (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania) y 100 ng de DNA templado, 
en un volumen final de 25 µL. Las amplificaciones fueron corridas en un termociclaor 
iCycler (Bio – Rad, CA, USA) usando un paso inicial de 94ºC (5 min), seguido por 35 
ciclos de 94ºC (45 s), 64ºC (45 s), 72ºC (45 s), con una extensión final a 72ºC por 5 min.  
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3.4.5. Edición de las secuencias obtenidas  
La secuenciación de los fragmentos de PCR obtenidos para cada gen fue desarrollada por 
Macrogen Inc (Korea). Las secuencias obtenidas (forward y reverse) fueron visualizadas y 
ajustadas manualmente usando el programa bioinformático Geneious 5.3.6 (Biomatters 
disponible en http://www.geneious.com).  El ajuste manual consistió en la eliminación de 
los extremos de las secuencias nucleotídicas y en la resolución de posiciones ambiguas con 
base en los cromatogramas. Una vez que ambas secuencias por individuo fueron ajustadas, 
se hizo un alineamiento pareado con el algoritmo Clustal W (Larkin et al., 2007) en el 
mismo software y se estimó la secuencia consenso. La integridad e identidad de las 
secuencias por individuo fueron evaluadas mediante un Blastn 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y finalmente se hicieron alineamientos múltiples mediante 
ClustalW usando para ello Geneious 5.3.6. 
 
3.4.6 Análisis para determinar la diferenciación genética de poblaciones de T. solanivora. 
Las secuencias finales de cada gen fueron usadas para la estimación del polimorfismo 
nucleotídico (θ), relacionado con la proporción de nucleótidos que se espera que sean 
polimórficos en cualquier muestra tomada del genoma de un organismo. Siendo θ= S/a1; 
donde a1= Σ 1/i y de igual forma i es n-1, donde n es el tamaño de la muestra (número de 
marcadores utilizados para el análisis y S es el número de fragmentos polimórficos 
generados por cada marcador (Hartl y Clark, 1997). El grado de divergencia nucleotidica 
(π) también fue calculado. π determina el promedio de la proporción de diferencias 
nucleotídicas entre todos los pares de secuencias,  definido como π = N/(N-1) Σpipj πij, 
donde N es el número de secuencias analizadas; pi es la frecuencia de la secuencia “i”, pj  
es la frecuencia de la secuencia “j”y πij es la proporción de nucleótidos que difieren entre 
las secuencias de ADN comparadas ith y jth (Nei y Kumar, 2000; Hedrick, 2004). Todo lo 
anterior, sumado a la determinación del número de sitios segregantes (S), número de sitios 
polimórficos (singleton) y número de haplotipos (H) fueron obtenidos usando el software 
DNAsp V5  (Librado y Rozas, 2009). Dendrogramas de Máxima Verosimilitud (ML) 
basados en las distancias de las secuencias fueron construídos para cada gen por separado, 
estimando el modelo de sustitución para cada gen en el software Mega 5.0 (Tamura et al., 
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2011). Estos árboles fueron usados para comparar la diferenciación genética en las 4 
regiones o departamentos colombianos. De manera adicional, las secuencias fueron 
combinadas (concatenadas) para los subsecuentes análisis. A partir de los haplotipos 
identificados de las secuencias concatenadas se construyeron redes de tipo Median-Joining 
(MJ) a fin de establecer las conexiones genéticas entre los haplotipos (Redes haplotípicas) y 
observar algún patrón particular de su distribución, usando para ello el programa Network 
4.5.1. 0 (Fluxus technology, 2010). Para determinar si las poblaciones de T. solanivora  
están genéticamente estructuradas se realizó un AMOVA usando para ello el software 
Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 1992, 2005). A partir de las secuencias combinadas o 
concatendas se obtuvo los valores FST entre las regiones de Colombia, usando para ello el 
software Arlequin, el cual además fue usado para determinar el estimador de neutralidad 
“D” (Tajima y Nei, 1984). Finalmente, el tamaño efectivo de la población fue calculado 
usando la fórmula: θ = 2Neµ, donde Ne = tamaño efectivo de la población  µ = tasa de 
mutación y θ= polimorfismo nucleotidico (Freeland, 2005). 
 
Por otra parte, un total de 547 secuencias del gen mitocondrial cytb de T. solanivora de 
Guatemala, Costa Rica, Ecuador, Colombia, e Islas Canarias fueron obtenidas del Genbank 
(Puillandre et al., 2008; Torres-Leguizamón et al., 2011). Estas secuencias fueron usadas 
para obtener los FST entre países usando para ello el software Arlequin y con éstos valores, 
un árbol UPGMA fue obtenido para visualizar la similitud genética entre los países, usando 
para ello el software Mega 5.0 (Tamura et al., 2011). 
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3.5. Resultados 
 
3.5.1. Muestras de T. solanivora y ADNs obtenidos. 
Se recolectaron 581 individuos de T. solanivora entre larvas, pupas y adultos de los 
departamentos de Antioquia (100 individuos), Boyacá (133 individuos), Norte de Santander 
(140 individuos) y Nariño (208 individuos) en Colombia (Figura 17). Las colectas se 
realizaron a partir de tubérculos infestados en campo o almacenamiento (bodega) (Figura 
18). Los individuos fueron contenidos en un recipiente con alcohol al 70% y posteriomente 
fueron enviados al laboratorio donde se almacenaron a -70°C hasta su procesamiento 
(Figura 19). 
 
 
 
Figura 17. Mapa de Colombia en el que se referencian los departamentos muestreados 
(Antioquia, Boyacá, Norte de Santander y Nariño). 
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Figura 18. Tubérculos de papa (Solanum tuberosum) recien cosechados a punto de ser 
analizados para recolecta de larvas, pupas y adultos de T. solanivora. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Larvas de T. solanivora recolectadas y contenidas en alcohol al 70%, para ser 
llevadas al laboratorio hasta su procesamiento. 
 
Después de procesar 523 individuos de T. solanivora, se obtuvo al final 282 ADNs de 
excelente calidad para su evaluación y genotipificación. En la Figura 20 se presenta 
gráficamente el balance entre los individuos recolectados, procesados y ADNs obtenidos. 
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Figura 20. Individuos colectados, procesados y ADN extraído final de T. solanivora. (Para 
cada región en el respectivo orden: individuos colectados, muestras procesadas y ADN 
extraído y disponible de buena calidad). 
 
3.5.2. Análisis genético. 
La amplificación y edición final de las secuencias obtenidas del gen COI y cytb produjo 
amplicones de 553 y 484 pb respectivamente, a partir de 120 individuos de T. solanivora de 
Colombia, los cuales fueron concatenados quedando finalmente un fragmento de 1037 
nucleótidos (Tabla 5). Estas secuencias mostraron un alto nivel de homología al 
compararlas con secuencias de otros Lepidópteros reportados en el GenBank, usando 
BLAST (McGinnis y Madden 2004). El polimorfismo encontrado se describe con los 
siguientes parámetros: H = 7, π = 0.02228, Hd = 0.351, S= 162, y θ = 0.03022. Al comparar 
cada gen de manera independiente, el polimorfismo encontrado fue más grande en el gen 
COI que para el gen cytb, dado que para COI se obtuvo: H = 3, π = 0.04130, Hd = 0.329, S 
= 146, y θ = 0.05128 y para cytb: 16 sitios polimórficos, H = 5, π = 0.00055, Hd = 0.066, S 
= 16, y θ = 0.00617. 
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Tabla 5. Haplotipos encontrados para T. solanivora obtenidas en esta investigación, y 
reportados por Pulliandre et al., (2008) y  Torres-Leguizamón et al., (2011). 
Código	   País	   Depto.	   Sitio	   de	  Colecta	   Coordenadas	  
cytb	   COI	  
N	   Haplotipos	   N	  
Haploti
pos	  2A	  -­‐	  15A	  
Colombia	  
Antioquia	   Sonsón	   5º	   45.352´N;	   75º	  19.002	  W	   13	   21	   12	   2	  1A;	   16A	   -­‐	  22ª	   La	  Unión	   5º	   54.948´N;	   75º	  23.412´	  W	   7	   8	  1B	  -­‐	  21B	   Boyacá	   Soracá	   5º	   30.566´N;	   73º	  28.539´W	   20	   21,	  46	   20	   2	  1NS	   -­‐	  21NS	   Norte	   de	  Santander	   Pamplona	   7º	   20.443´N;	   72º	  36.367´W	   19	   21,	   23,	   44,	  45	  	   20	   1,	  3	  1N	  -­‐	  11N	   Nariño	   Gualmatán	   0º	   55.326´N;	   77º	  34.287´W	   11	   21	   11	   2	  12N	  -­‐	  21N	   Potosí	   0º	   48.055´N;	   77º	  34.009´W	   9	   9	  
PG1	   -­‐	  PG46	   Guatemala	  
Puillandre,	  et	  al.,	  (2008)	  
46	  
2,	   5,	   6,	   9,	  10,	   15,	   16,	  19,	   20,	   21,	  21,	   25,	   26,	  36,	   37,	   38,	  39,	   40,	   41,	  43	  
	  	  
PE47-­‐	  PE78	   Ecuador	   32	   21	  PC79	   -­‐	  PC99	   Colombia	   21	  PV100	   -­‐	  PV115	   Venezuela	   16	   10,	  21,	  35	  PIC116	   -­‐	  PIC127	   Islas	  Canarias	   12	   21	  
TG1	   -­‐	  TG137	   Guatemala	  
Torres	  Leguizamon	  et	  al.,	  (2011)	  
137	  
1,	  3,	  4,	  5,	  6,	  7,	   8,	   9,	   10,	  12,	   13,	   14,	  15,	   16,	   17,	  18,	   20,	   21,	  22,	   23,	   25,	  27,	   28,	   29,	  30,	   31,	   32,	  34	  TCR138	   -­‐	  TCR276	   Costa	  Rica	   139	   2,	  6,	  11,	  19,	  21,	  26,	  33	  TE277	   -­‐	  TE323	   Ecuador	   47	   21	  TIC324	   -­‐	  TIC368	   Islas	  Canarias	   45	  TV369	   -­‐	  TV420	   Venezuela	   52	   10,	   11,	   21,	  24	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Las frecuencias de los haplotipos estimadas para los genes concatenados fueron de 95/120 
para  H1, 19/120 para H2, 2/120 para H6 y 1/120 para H3-H5 y H7. El Haplotipo H1 estaba 
compuesto por todas las regiones (Antioquia, Boyacá, Nariño and Norte de Santander),  
mientras que H2-H4, H6-H7 estuvo compuesto solamente por secuencias de Norte de 
Santander, y H5 por secuencias procedentes de Boyacá. La red haplotípica construída con 
los haplotipos obtenidos agrupó a H1 y H5 en un solo cluster, H2, H3, H4 y H7 en otro 
cluster, mientras que H6 quedó en otro grupo separado por varias mutaciones, de los otros 
dos grupos. Debido a que H2-H4 y H6-H7 son haplotipos recolectados en Norte de 
Santander, estos resultados sugieren que Norte de Santander  está genéticamente 
diferenciada de las otras regiones debido a la distancia observada en el árbol multifurcado  
(Figura 21).  
 
	  
Figura 21. Red haplotípica obtenida para las secuencias concatenadas COI-cytb de T. 
solanivora de Colombia. 
 
Para el árbol de Maxima Verosimilitud construido para cada gen independiente, se obtuvo 
el modelo de sustitución Generalized Time Reversible (Tavaré, 1986) dado por el criterio 
BIC (BIC = 5345 -lnL = -1312,4) para el gen COI, y el modelo de sustitución HKY 
(Hasegawa et al., 1985) dado por el criterio BIC (BIC = 4057.9, -lnL = -707.11) para el gen 
cytb. El árbol ML para COI separó la mayoría de los individuos de Norte de Santander del  
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Figura 22. Árbol ML obtenido para el gen COI en T. solanivora de Colombia 
(A=Antioquia, B=Boyacá, N= Nariño, NS=Norte de Santander) 
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Figura 23. Árbol ML obtenido para el gen cytb en T. solanivora de Colombia 
(A=Antioquia, B=Boyacá, N= Nariño, NS=Norte de Santander) 
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resto de los individuos colectados en otras regiones de Colombia (Antioquia, Boyacá y 
Nariño) con valores bootstrap de 100% (Figura 22), mientras que el árbol ML construido 
para el gen cytb no realizó una diferenciación homogénea (Figura 23). 
 
El índice de Fijación (FST) obtenido con los genes concatenados (FST=0.68048, P<0.00001) 
indicó que existe diferenciación genética entre las poblaciones de T. solanivora. La 
principal variación se presentó entre las regiones de Colombia (68.05%) mientras que la 
menor variación se presentó al interior de cada región (31.95%) (Tabla 6). Esta 
diferenciación es explicada por las diferencias genéticas existentes entre Norte de 
Santander y las otras regiones de Colombia, tal como lo muestra el árbol UPGMA 
construido con los FST pareados de regiones de Colombia (Figura 24). 
 
Tabla 6. Análisis genético poblacional de T. solanivora de Colombia basado en un test 
AMOVA. 
Source of 
variation d.f. 
Sum os 
squares 
Variance 
components 
Percentage 
of variation 
Among 
populations 3 861.5 9.42471 Va 68.05 
Within 
Populations 116 513.333 4.42529 Vb 31.95 
Total 119 1374.833 13.85   
Fixation index FST: 0.68048, p<0.001 
 
 
El análisis Tajima-Nei indicó que todas las regiones muestreadas en este estudio, con la 
excepción de Boyacá, presentan tamaños constantes dada la neutralidad calculada en el gen 
por este test, indicando que no están bajo presión de selección, expansión poblacional, 
cuello de botella o heterogeneidad de la tasa de mutación (Tabla 7) (Tajima, 1989, 1996). 
Lo obtenido con Boyacá sugiere que esta población de T. solanivora esta en expansión 
dado que el valor p obtenido con éste estimador fue significativo. 
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Figura 24. Árbol UPGMA de T. solanivora de Colombia obtenido con los valores FST 
pareados de los genes mitocondriales concatenados COI-cytb: (A=Antioquia, B=Boyacá, 
N= Nariño, NS=Norte de Santander) 
 
Tabla 7. Test de neutralidad Tajima-Nei desarrollado para T. solanivora en las cuatro 
regiones de Colombia. 
	   	  	   	  	   	  Population	   N	   D	  (Tajima-­‐Nei)	   p	  
Antioquia	   30	   0.0000	   1	  
Boyaca	   30	   -­‐1.147	   0.042	  
Norte	  de	  
Santander	  
30	   -­‐0.50349	   0.328	  
Nariño	   30	   0.0000	   1	  
Mean	   30	   -­‐0.41262	   0.5925	  
      
 
Adicionalmente, un árbol UPGMA incluyó las secuencias cytb de T. solanivora 
procedentes de diferentes países y éste dendrograma fue obtenido mediante el uso de FST 
pareados. Las poblaciones de éste insecto procedentes de Ecuador, Islas Canarias y 
Colombia se agruparon en un mismo cluster, mientras que las poblaciones de Venezuela se 
agruparon en un segundo cluster y Guatemala en un tercer cluster (Figura 25). Esta 
topología obtenida sugiere que Guatemala es la población de T. solanivora más 
diferenciada genéticamente al compararla con los demás países, este resultado puede ser 
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explicado por ser éste país como el centro de origen de la plaga objeto de éste estudio como 
lo encontrado por Torres-Leguizamón et al., (2011) quienes demostraron con su estudio 
molecular que esta plaga se disperso desde este país a otros lugares de Centro y sur 
America, a su vez ellos encotraron que este insecto se reconocio como plaga por primera 
vez en Guatemala. 
	  	  
Figura 25. Árbol UPGMA de T. solanivora obtenido con los valores FST pareados del gen 
cytb obtenido de diferentes países: C=Colombia, V=Venezuela, G=Guatemala, IC=Islas 
Canarias, E=Ecuador. 
 
Finalmente, el tamaño efectivo de la población (Ne) estimado para T. solanivora de 
Colombia fue de 15,082. Éste resultado es relativamente alto comparado con 
Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera, Crambidae) (Ne = 3,176) (Díaz et al., 2013), el 
cual es un insecto oligofago (T. solanivora es monófago). En ésta investigación fue 
calculado el Ne como el mínimo número individuos que una población requiere que no 
sufra una reducción en su variabilidad genética por efectos de la deriva y representa el 10% 
del censo de la población (Mallet, 2001). Por esta razón, Ne es importante para el desarrollo 
de programas de manejo integrado de plagas (MIP) teniendo en cuenta que la información 
del tamaño poblacional a través del tiempo, produce información sobre la mejora de los 
planes de control adoptados para una especie ya que si este número Ne se reduce, su efecto 
esta directamente relacionado con la capacidad reproductiva de una especie, lo cual no 
ocurre con un tamaño censo (Pinto et al., 2002). 
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3.6. Discusión. 
 
Los resultados obtenidos en este capítulo muestran que que el haplotipo H1 está 
cercanamente conectado al haplotipo H5, mientras que el haplotipo H2 se encuentra más 
cercano a los haplotipos H3, H4, H6 y H7. El haplotipo H1 está compuesto por secuencias 
de todas las regiones (Antioquia, Boyacá, Nariño y Norte de Santander), H5 por individuos 
de la población Boyacá, y H2-H4, H6-H7  por individuos de Norte de Santander. Las 
frecuencias de los haplotipos mostraron que H1 tiene el más alto número de secuencias, 
seguido del haplotipo H2, por lo que son los haplotipos más representativos de esta especie 
en Colombia.  
 
La red haplotipica construída produjo tres grupos (clusters), el primero de ellos compuesto 
por individuos procedentes de Antioquia, Boyacá, Nariño y Norte de Santander, mientras 
que el segundo y tercer grupo por individuos procedentes de la población de Norte de 
Santander. Dada la distancia encontrada entre los grupos I y II, estos resultados sugieren 
que la población de T. solanivora de Norte de Santander está genéticamente diferenciada de 
las demás regiones en Colombia. 
 
Por otra parte, los resultados obtenidos también demuestran que T. solanivora se encuentra 
genéticamente estructurada en Colombia, teniendo en cuenta el valor FST obtenido en el 
análisis de varianza molecular (AMOVA). Este valor se explica dada la diferencia genética 
existente entre Norte de Santander y las demás regiones de Colombia. Esta región de 
Colombia, es la población que presentó una mayor distancia genética comparada con las 
demás poblaciones, lo cual se puede visualizar con el árbol UPGMA obtentido con valores 
de FST pareados y con la red haplotípica. Dados los resutlados obtenidos para Norte de 
Santander, en este estudio se sugiere que éstos pueden ser explicados debido a que este 
departamento de Colombia fue la primera región donde T. solanivora fue reportada y por lo 
tanto, probablemente representa el primer lugar en éste país que la plaga invadió a los 
cultivos de papa por lo que el tiempo evolutivo que ha tenido este insecto en este lugar 
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pudo ser el más largo comparado con otras zonas de este país donde posteriormente el 
insecto se dispersó por medio de tuberculos contaminados. 
En concordancia con lo anterior, la homogeneidad genética encontrada en las otras regiones 
puede ser explicada por el movimiento de tubérculos de papa infestados por la plaga desde 
el centro del país a las demás regiones, principalmente desde Cundinamarca y Boyacá 
(regiones más productoras de papa en Colombia y principal zona distribuidora del país) 
hacia Antioquia y Nariño (Espinel et al., 2005; Agronet, 2014), fenómeno provocado por el 
hombre. Un movimiento similar de tubérculos de papa, ocurrió desde Guatemala hacia 
Costa Rica y Honduras en 1980 (Torres-Leguizamón et al., 2011), lo que también se vió 
reflejado en los resultados obtenidos en esta investigación, con un patrón migratorio similar 
al interior de Colombia. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que en Colombia, Norte 
de Santander tiene una producción de papa que alcanza regularmente 50,000 toneladas/año, 
lo cual es bajo comparado con la producción de regiones como Boyacá y Cundinamarca. 
Esto hace que Norte de Santander use su producción para el consumo doméstico (Agronet, 
2014), y por lo tanto, el movimiento de semillas infestadas desde éste departamento hacia 
otras zonas de Colombia es mínimo. 
 
Por otro lado, el gen cytb ha sido más ampliamente empleado para estudiar la filogenia en 
vertebrados que en invertebrados y adicionalmente, la tasa de mutación en Lepidopteros es 
más baja en este gen que otros genes mitocondriales (Simmons y Weller, 2001), esto podría 
explicar los resultados obtenidos en este trabajo ya que  los árboles construídos mediante el 
algoritmo máxima verosimilitud (ML) obtenidos, mostraron que el gen COI fue más útil 
que el gen cytb para establecer diferencias entre las poblaciones de T. solanivora de 
Colombia. Estos resultados sugieren que el gen COI puede ser potencialmente usado en 
futuras investigaciones relacionadas con la biología evolutiva y genética de poblaciones de 
éste insecto, teniendo en cuenta que inicialmente el gen cytb fue usado por otros autores 
para éste tipo de estudios en esta especie (Pulliandre et al., 2008; Torres-Leguizamón et al., 
2011). Un aspecto que fortalece ésta hipótesis es un estudio realizado por Simmons y 
Weller (2001), en el que los autores  desarrollaron un análisis filogenético con poblaciones 
de las polillas tigre de las tribus Ctenuchini y Euchromiini usando secuencias de los genes 
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cytb y COI y econtraron que aunque el gen cytb tuvo el mismo nivel de sesgo en la 
variación de secuencias A/T que el gen COI, éste fue menos útil para establecer relaciones 
intergenéricas, un resultado similar al obtenido en este estudio con T. solanivora  
 
El dendrograma UPGMA obtenido con las secuencias del gen cytb de T. solanivora 
reportadas en la base de datos GenBank (Pullinadre et al., 2008; Torres-Leguizamón et al., 
2011) y las secuencias del mismo gen obtenidos en esta investigación, generó tres grupos 
(clusters). El primer grupo estuvo constituído por muestras procedentes de Guatemala, 
significando esto que ésta región contiene la mayoría de las poblaciones diferenciadas. El 
segundo grupo estuvo compuesto de muestras procedentes de Venezuela y el tercer grupo 
contenía muestras procedentes de Colombia, Ecuador e Islas Canarias. Este árbol confirmó 
el patrón migratorio observado en esta plaga por Torres-Leguizamón et al., (2011), dado 
que Guatemala fue el origen de la migración hacia otros países incluyendo a Venezuela, 
Ecuador y Colombia. Adicionalmente, Venezuela fue la población fuente de ésta plaga 
hacia España a través de tubérculos infestados que fueron exportados. Todos estos 
resultados demuestran que las autoridades relacionadas con el control de ésta plaga en 
Centro y Suramérica deben concentrar sus esfuerzos para evitar el libre movimiento de 
semillas (tubérculos) y así frenar la dispersión de ésta plaga tan limitante. 
 
Desde un punto de vista agronómico, los resultados obtenidos en  ésta investigación 
muestran que la migración de T. solanivora ocurre en la mayoría de regiones en Colombia 
donde la papa se produce, esto significa que la aplicación de cualquier tipo de control en 
una región del país donde la plaga desarrolle resistencia, puede rápidamente dispersarse al 
resto del país, por lo que el manejo de T. solanivora en Colombia, debe realizarse con 
cautela, ya que hay flujo genético de este insecto entre la mayoría de las zonas 
genotipificadas en este trabajo, a excepción de Norte de Santander.  Un resultado similar 
fue obtenido en China con Plutella xylostella (la plaga más limitante de las plantas 
cruciferas), una especie que migra desde el sur hasta el norte del país, evidenciado por 
estudios realizados con microsatelites y secuencias de los genes mitocondriales COI, ATP6, 
ATP8 y  NAD5 (Wei et al., 2013). Los autores de éste estudio sugierieron que el manejo de 
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la especie debe realizarse con precaución, particularmente en las poblaciones del sur de 
China, ya que es la fuente de migración hacia las otras regiones. Para el caso de T. 
solanivora, la migración es principalmente causada por el movimiento de tubérculos 
afectados por la polilla desde el centro de Colombia hacia las demás regiones, teniendo en 
cuenta que el 70% de los cultivos de papa se producen en el Altiplano Cundiboyacense 
(Cundinamarca y Boyacá). Este altiplano representa el sitio más importante para la 
comercialización de papa al resto del país (Espinel et al., 2005), sugiriendo esto que la 
dispersión de genes de resistencia de T. solanivora a químicos u otros controladores 
biológicos puede ocurrir desde ésta parte de Colombia hacia el resto del país. Sin embargo, 
varios trabajos han demostrado de T. solanivora presenta una alta susceptibilidad a las 
endotoxinas del Bacillus thuringiensis (Valderrama et al., 2007; Villanueva et al., 2009), 
por lo que el desarrollo de resistencia en un insecto puede tardar desde decenas hasta 
cientos de años. Esto indica la importancia de realizar más trabajos sobre el desarrollo de 
resistencia de esta plaga a controles químicos y biológicos en condiciones de laboratorio y 
en campo con el fin de dilucidar las bases genéticas de la resistencia y el número de 
generaciones requeridas para que esto suceda en esta polilla, como el trabajo realizado con 
los biotipos de S. frugiperda en condiciones de laboratorio por Rios-Díez y  Saldamando-
Benjumea (2011) y Ríos-Díez et al., (2012) en el que se estableció que pocos genes de 
mayor efecto fenotípico controlan la resistencia a insecticidas en esa polilla, mientras que 
muchos genes controlan la resistencia a las endotoxinas Cry1Ac y Cry1Ab.  
 
En Colombia, la mayoría de estudios basados en el manejo de T. solanivora se han 
enfocado en el desarrollo de bioensayos con químicos y agentes controladores biológicos, 
en poblaciones colectadas en los departamentos de Cundinamarca o Antioquia (Espinel et 
al., 2006; Valderrama et al., 2007; Villanueva et al., 2009; Cuartas et al., 2009;, Chaparro et 
al., 2010; Espinel et al., 2010). Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en ésta 
investigación, se sugiere que no solo esas poblaciones sean usadas en los bioensayos, si no 
además que se involucren individuos de T.solanivora procedentes de Norte de Santander, 
dedido a que ésta región es la más diferenciada genéticamente en este país, por lo que los 
individuos de esta población podría potencialmente diferir en la susceptibilidad o 
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resistencia a los agentes químicos o biológicos que se estén probando. Las diferencias en 
las respuestas obtenidas de T. solanivora a los controladores, podrían ayudar a mejorar el 
manejo de ésta plaga en Colombia, así como las poblaciones resistentes y susceptibles de 
ésta plaga pueden ser usadas en estudios futuros basados en análisis QTLs para estimar el 
número de genes involucrados en procesos de resistencia, como es el caso de la resistencia 
a B. thuringiensis en Heliothis virescens, Pectinophora gossypiella, y Helicoverpa 
armigera desarrollados por Heckel et al., (2007). 
 
En éste trabajo, se estimó que Boyacá representa la única población de T. solanivora que  
se encuentra en proceso de expansión, teniendo en cuenta las estimaciones obtenidas con el 
test de Tajima (Nei y Kummar, 2000). Estos resultados coinciden con el patrón de 
movimiento de semilla de papa en Colombia, puesto que Boyacá es uno de los centros más 
importantes del país donde se distribuye la papa hacia otras regiones, proceso mediante el 
cual larvas de T. solanivora pueden ser transportadas cuando se encuentren infestando los 
tubérculos y por tanto, segregarse hacia las demás regiones del país.   
 
La cuantificación del tamaño poblacional pasado y presente en poblaciones naturales, 
particularmente en una especie plaga, puede evidenciar el poder invasivo de las 
poblaciones, la dimensión del esfuerzo necesario para erradicar o suprimir las poblaciones 
y la efectividad de una estrategia de control (Rollins et al., 2006). En el manejo de plagas, 
la biología molecular puede ser usada para estimar la diversidad genética de una especie de 
insecto e identificar los fenómenos de contracción poblacional (cuellos de botella), como la 
supervivencia de pocos individuos resistentes después de una presión de selección impuesta 
por un agente químico o biológico.  De esta manera, la reducción de la diversidad genética 
en una plaga puede proveer información de la efectividad demostrada en programas de 
control (Hampton et al., 2004; Rollins et al., 2006). Cuando los agricultores deciden 
eliminar las poblaciones de las plagas usando cualquier tipo de control, lo esperado es que 
los primeros alelos que se pierdan en la población deberían ser los que se encuentran en 
baja frecuencia (Hauser et al., 2002). Después de 4Ne generaciones, la mayoría de los 
alelos podrían perderse, lo cual significa que la pérdida de los alelos depende directamente 
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del tamaño efectivo de la población. Si se estima la diversidad genética, el test D de 
Tajima-Nei (para análisis de contracción o expansión) (Tajima, 1989), y el tamaño efectivo 
de la población “Ne” (Pinto et al., 2002) en una plaga, se pueden diseñar estrategias de 
control a largo plazo más efectivas para el control de insectos. Por todas las razones 
anteriores, se calcularon los estimadores mencionados en T. solanivora de Colombia y se 
obtuvo un tamaño efectivo de 15.000 individuos aproximadamente. Este valor es 
relativamente alto comparado con lo obtenido para N. elegantalis (NE=3.700 
aproximadamente) (Diaz et al., 2013), pero bajo comparado con S. frugiperda (Ne=200.000 
aproximadamente) (Salinas –Hernández y Saldamando-Benjumea, 2011). Se debe tener en 
cuenta que N. elegantalis es un insecto oligófago, mientras que S. frugiperda es polífago y 
los valores obtenidos en los estudios mencionados para esos lepidópteros coinciden con el 
patrón de asociación a hospederos. Para el caso de T. solanivora, el Ne fue más alto que N. 
elegantalis, demostrando la habilidad de invadir nuevas regiones, lo que autores como 
Pulliandre et al., (2008) y Torres-Leguizamón et al., (2011) habían concluído, sobre el 
poder invasivo de ésta plaga, indicando que un gran esfuerzo debe ser requerido para 
disminuir el movimiento de las poblaciones de ésta plaga en Colombia    
 
Esta investigación provee información importante relacionada con los patrones de 
migración de T. solanivora, así como el grado de incidencia en la mayoría de las zonas 
productoras de papa en Colombia. Una razón adicional para comprender la amplia 
distibución de ésta plaga, es el cultivo extensivo de Solanum tuberosum variedades “Parda 
Pastusa” y “Diacol Capira”  por un poco más de 60 años en el altiplano Cundiboyacense, la 
región papera más importante de Colombia de la que se suple el resto del país (Espinel et 
al., 2005). Sin embargo, regiones como Norte de Santander producen papa para consumo 
doméstico principalmente, lo que ha llevado a una alta diferenciación genética. Los datos 
aquí obtenidos soportan el uso de secuencias del gen mitocondrial COI para futuros 
estudios de genética de poblaciones y filogeografía en T. solanivora. Ya que permitió 
diferenciar las pobaciones mejor que el gen mitocondrial cytb. Por otro lado, las 
aplicaciones en campo con B. thuringiensis e insecticidas sintéticos deben hacerse con 
precaución en el centro de Colombia, dado que es el lugar a partir del cual se dispersan los 
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genes de T. solanivora hacia otras regiones del país, como por ejemplo los genes de 
resistencia. Es importante recordar que los bioensayos desarrollados con T. solanivora se 
han realizado con individuos procedentes de poblaciones del centro del país. Como 
alternativa se sugiere incluir individuos procedentes de Norte de Santander en este tipo de 
estudios, ya que ellos pueden diferir potencialmente en la susceptibilidad a los agentes de 
control químicos o biológicos que se estén considerando. 
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3.7. Conclusiones. 	  
• Se determinó que las poblaciones de T. solanivora de Colombia están 
genéticamente estructuradas, siendo la población de Norte de Santander la más 
diferenciada del resto de las poblaciones. 
• Las poblaciones de T. solanivora de Antioquia, Boyacá y Nariño son genéticamente 
similares, posiblemente debido al alto flujo de semilla de papa desde la zona centro 
del país a las demás regiones. 
• El marcador molecular mitocondrial COI fue mejor marcador que el cytb, dado que 
permitió evidenciar la estructura genética poblacional en Colombia y el grado de 
expansión de las poblaciones de T. solanivora de Boyacá. 
• Se sugiere que en adelante los ensayos (químicos o biológicos) que tengan como 
objeto controlar las poblaciones de T. solanivora, contemplen insectos procedentes 
de Norte de Santander, población definida como la más variable y separada 
genéticamente en Colombia. 
• El análisis basado en las secuencias del gen cytb con individuos de T. solanivora de 
Colombia, con los reportados en el Genbank procedentes de Centro y Suramérica, 
determinó que las poblaciones de T. solanivora de Colombia, Ecuador e Islas 
Canarias son similares genéticamente y a su vez distantes de las poblaciones de 
Venezuela, quienes a su vez son más distantes genéticamente de las poblaciones de 
Guatemala. 
• El análisis basado en las secuencias del gen cytb de poblaciones de T. solanivora de 
Colombia, con las reportadas en el Genbank, confirmó el modelo migratorio de la 
plaga (Torres-Leguizamón et al. 2011), resultados que demuestran que las 
autoridades fitosanitarias relacionadas con el control de T. solanivora en Centro y 
Suramérica deben concentrar sus esfuerzos en evitar el movimiento transfronterizo 
de semilla de papa infestada con la plaga. 
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CAPÍTULO IV 
IDENTIFICACIÓN MOLECULAR DE Tecia solanivora EN Solanum tuberosum Y 
Solanum phureja PROCEDENTES DE COLOMBIA BASADO EN DOS GENES 
MITOCONDRIALES: CITOCROMO B Y CITOCROMO OXIDASA I. 	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4.1. Resumen. 
 
Tecia solanivora (Lepidoptera: Gellechidae) representa la plaga más importante en el 
cultivo de la papa (Solanum tuberosum) en el mundo. La larva de esta especie ataca los 
tubérculos y por esta razon es dificil de controlar. Este insecto ha sido genéticamente 
caracterizado con el uso de dos genes mitocondriales: Citocromo oxidasa I (COI) y 
Citocromo b (cytb) y también con microsatélites. Sin embargo, estos estudios solo se han 
llevado a cabo en poblaciones de este insecto colectadas en Solanum tuberosum. En este 
capítulo se realizó una identifiación molecular y un análisis de genética de poblaciones de 
T. solanivora recolectado en S. tuberosum y S. phureja empleando estos dos genes 
mitocondriales con los cuales se encontró que existe flujo genético entre las poblaciones de 
este insecto en estos dos hospederos. Adicionalmente, una red de haplotipos obtenida con el 
gen the gene cytb y con secuencias del insecto del Genebank de Guatemala. Costa Rica, 
Ecuador, Venezuela, Colombia y las islas Canarias agrupó individuos colectados en S. 
phureja dentro del mismo haplotipo conformado por las secuencias de estos países, 
identificando larvas de este insecto colectadas en este hospedero como T. solanivora y 
demostrando que las poblaciones de este insecto son genéticamente similares entre estos 
dos hospederos independientemente del origen geográfico de la especie. 
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4.2. Introducción. 
 
La coevolución es un proceso que puede ocurrir entre insectos de la misma especie y una 
especie particular de planta (monofagia), entre insectos de la misma especie y un grupo de 
plantas pertenecientes a la misma familia (oligofagia) o a un grupo de plantas de diferentes 
familias que no están filogenéticamente relacionadas (polifagia) (Menken, 1996).  Este 
nivel de especialización ha sido bien estudiado en varias especies de insectos, 
especialmente en las consideradas  “plagas”. Esto se debe a que causan daños en los 
cultivos de importancia económica y producen pérdidas económicas de gran impacto para 
la agronomía (Menken, 1996). La mayoría de trabajos realizados sobre la asociación entre 
insectos y plantas se han llevado a cabo en en zonas templadas, sin embargo este tipo de 
trabajos ha sido pobremente desarrollado en países tropicales, en particular en países del 
tercer mundo (Menken, 1996). En Suramérica, algunos ejemplos de insectos monofagos 
son: Pectinophora gossypiella (Lepidoptera: Gelechiidae) en algodón (Liu et al., 2001), 
Leucoptera coffeellum (Lepidoptera: Lyonetiidae) asociado a especies del género coffea 
(Constantino et al., 2011). Algunos ejemplos de insectos oligofagos son: Plutella xylostela 
(Lepidoptera: Plutellidae) en plantas de la familia Brassicae (Wei et al., 2013) y 
Neoleucinodes elegantalis (Leidopetera: Crambidae) en plantas de la familia Solanaceae 
(Díaz-Montilla et al., 2013). Finalmente, algunos ejemplos de insectos polifagos son 
Spodoptera frugiperda (Prowell et al., 2004) y Lambdina fiscellaria (Lepidoptera: 
Geometridae) (Hebert et al., 2003, 2006).  
	  
La polilla de la papa Tecia solanivora (Povolny, 1973) (Lepidoptera: Gelechiidae) fue 
primero reportada en Solanum tuberosum L. en Centroamérica, más específicamente en 
Guatemala (Pulliandre et al., 2008), y actualmente representa la plaga entomológica más 
importante para éste cultivo en Centro, Sur América e Islas Canarias en España (Torres, 
1998; Bosa et al., 2005; Niño, 2004; Valderrama et al., 2007; Pulliandre et al., 2008; 
Villanueva et al. 2009; Torres-Leguizamón et al., 2011).  Esta especie fue reportada en 
Colombia en el año 2003 afectando otra especie del género Solanum: Solanum phureja en 
el departamento de Cundinamarca (centro) (Galindo y Española 2003). En ese estudio, los 
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autores estudiaron cambios en las densidades poblacionales de la plaga relacionadas con la 
fenología del cultivo, asi como la evaluación de una trampa diseñada por ellos para la 
captura de éste insecto. Galindo y Española (2003) encontraron que las mayores densidades 
de éste insecto se presentaban durante el proceso de tuberización en el cultivo. Sin 
embargo, en ese momento y hasta ahora, nadie ha realizado algún reporte en particular 
respecto al hecho de que T. solanivora es capaz de atacar S. phureja y S. tuberosum ni 
tampoco se han realizado trabajos relacionados con su genética de poblaciones  
 
Tal como se ha mencionado anteriormente, las larvas de este insecto atacan los tubérculos 
de la papa tanto en campo como en almacenamiento, ocasionando pérdidas que oscilan 
entre 50 % y 100% (Zeddam et al., 2008). Los mecanismos actuales predominantes para el 
control de las poblaciones de éste insecto se basan en el uso intensivo de insecticidas de 
naturaleza química, lo cual puede potencialmente provocar resistencia en el insecto, así 
como problemas ambientales (Valderrama et al., 2007) y por otro lado, están los 
controladores biológicos, tales como los que se basan en el uso de proteínas insecticidas de 
B. thuringiensis (Valderrama et al., 2007; Villanueva et al., 2009) y Baculovirus 
(Baculoviridae) (Espinel-Correal et al., 2006; Cuartas et al., 2009; Espinel-Correal et al.,  
2010, 2012).  
 
El análisis del ADN mitocondrial (mtDNA) es generalmente asumido como una 
herramienta poderosa, incluso más que las aloenzimas y marcadores de ADN nucleares, 
para revelar patrones filogeográficos en especies y para la identificación molecular de 
especies (Freeland, 2005). Los genes del mtDNA citocromo oxidasa I (COI), II (COII) y  
citocrome b (cytb) son muy útiles para medir en insectos la variabilidad genética, 
identificación de haplotipos, construcción de filogenias con propósitos de sistemática 
molecular y estudios de genética poblacional (Avise, 1994; Freeland, 2005).  Los genes 
COI y COII han sido útiles para analizar patrones migratorios en poblaciones de S. 
frugiperda (Smith) (Lepidoptera, Noctuidae) procedentes de los Estados Unidos, Brasil 
(Nagoshi et al., 2007 a, b; Nagoshi et al., 2008) y Colombia (Salinas-Hernández y 
Saldamando-Benjumea, 2011), mientras que el gen cytb se ha utilizado para identificar 
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poblaciones de T. solanivora y determinar los patrones de migración desde Guatemala 
hacia Sur América y España (Torres-Leguizamón et al., 2011). Los genes mitocondriales 
son heredados vía materna, por lo que la presencia de haplotipos en una región particular  
implica el movimiento histórico entre sitios relacionados, permitiendo esto a los 
investigadores conducir análisis filogeográficos entre las especies, para identificar especies 
difíciles de ser reconocidas via estudios exclusivamente mofológicos que conduzcan a 
filogenias. Por esta razón, el ADN mitocondrial es una de las herramientas más importantes 
en sistematica molecular (Freeland, 2005).  
 
Dado que los genes mitocondriales representan una herramienta molecular adecuada para la 
identificación de especies en ausencia de datos morfológicos, el objetivo de éste capítulo  
fue identificar poblaciones de T. solanivora en S. tuberosum y S. phureja mediante el uso 
de los genes mitocondriales: citocromo oxidasa I (COI), el cual fue analizado en el capítulo 
anterior de ésta tesis (Villanueva-Mejía et al. 2014, sometido), y el gen citocromo B (cytb) 
empleado por Pulliandre et al., (2008) y Torres –Leguizamón et al., (2011). Los datos 
obtenidos en esta investigación serán una herramienta útil para el mejoramiento de los 
planes de manejo integrado de la plaga en Colombia dado que T. solanivora no solamente 
ataca S. tuberosum si no que además lo hace en S. phureja, otro cultivo de importancia 
agrícola para el país y para muchos otros países de Centro y Sur América.  
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4.3. Objetivos. 
 
4.3.1 Objetivo general. 	  
Identificar molecularmente poblaciones de T. solanivora en cultivos de papa S. tuberosum y 
S. phureja de Colombia, mediante el uso de fragmentos de los genes mitocondriales: 
citocromo oxidasa I (COI) y el gen citocromo B (cytb).	  
 
4.3.2 Objetivos específicos. 
 
a) A partir de individuos de T. solanivora procedentes de diferentes regiones de Colombia y 
de los cultivos Solanum tuberosum y Solanum phureja, estimar el grado de variabilidad 
genética existente, apoyados en el uso de los marcadores moleculares mitocondriales COI y 
cytb. 
  
b) Identificar los haplotipos de T. solanivora encontrados a partir de la secuenciación del 
gen COI y cytb de individuos procedentes de S. tuberosum y S. phureja de Colombia.  
 
c) Determinar si las poblaciones de T. solanivora de Colombia se encuentran genéticamente 
estructuradas entre S. tuberosum y S.  phureja. 
 
d) Establecer la diferenciación genética de las poblaciones colombianas de T. solanívora 
colectadas en S. tuberosum y S. phureja, con las poblaciones reportadas para este insecto en 
Centro y Suramérica en S. tuberosum, mediante del marcador mitocondrial cytb. 
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4.4. Materiales y Métodos. 
 
4.4.1 Colecta de insectos. 
El procedimiento de colecta de este trabajo esta basado en el mencionado en el capitulo II.  
 
4.4.2 Obtención del ADN. 
ADN genómico de T. solanivora fue extraído usando el protocolo estandarizado en el 
capítulo II de esta tesis, por lo que no se mencionará en este capítulo. 
 
4.4.3. Amplificación de los genes COI y cytb a partir de individuos de T. solanivora  
La amplificación de fragmentos de los genes mitocondriales COI y ctyb siguieron el 
procedimiento mencionado en el capitulo III, motivo por el cual no se detallan en este 
capitulo.  
 
4.4.4. Edición de las secuencias obtenidas  
La edición de las secuencias de los genes COI y cytb fue idéntica al procedimiento 
utilizado en el capitulo III, por lo que no se mencionaran en este ítem, 
 
4.4.5 Determinación de la diferenciación genética de poblaciones de T. solanivora aisladas 
de S. tuberosum y S. phureja. 
Mediante el uso del software DNAsp V5 (Librado y Rozas, 2009), fue posible estimar el 
polimorfismo nucleotidico (θ), divergencia nucleotidica (π), sitios segregantes (S), número 
de sitios polimorficos (singleton) and número de haplotipos (H), los cuales en su definición, 
fueron explicados al detalle en el capítulo anterior de ésta tesis. Para determinar si las 
poblaciones de T. solanivora  están estructuradas genéticamente entre Solanum tuberosum 
y S. phureja se realizó un AMOVA usando para ello el software Arlequin 3.11 (Excoffier et 
al., 1992, 2005). A partir de las secuencias combinadas o concatendas se obtuvo los valores 
FST entre las regiones de Colombia, usando para ello el software Arlequin, el cual además 
fue usado para determinar el estimador de neutralidad “D” (Tajima y Nei 1984). 
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De manera adicional, 547 secuencias del gen mitocondrial cytb de T. solanivora de 
Guatemala, Costa Rica, Ecuador, Colombia, e Islas Canarias fueron obtenidas del Genbank 
(Puillandre et al., 2008; Torres-Leguizamón et al., 2011). Estas secuencias fueron usadas 
para obtener redes haplotípicas usando para ello el software Network 4.5.1.0 (Fluxus 
technology, 2010) y así visualizar el nivel de diferenciación genética de T. solanivora 
colectada de S. tuberosum y de S. phureja (Tamura et al., 2011). 
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4.5. Resultados. 
La amplificación de los genes mitocondriales COI y cytb produjeron  fragmentos de 553 y 
484 pares de bases, respectivamente, a partir de un total de 150 individuos recolectados en 
Colombia (N= 30 individuos por departamento recolectados en S. tuberosum y 30 
individuos colectados en S. phureja de Norte de Santander). Ambos genes fueron 
concatenados para producir finalmente una secuencia total de 1037 pares de bases (Tabla 
8). El polimorfismo de ADN encontrado para la secuencia de ambos genes concatenados se 
describe con los siguientes parámetros: H = 8, π = 0.01855, Hd = 0.302, S= 162, and θ = 
0.02901. Al comparar cada gen independiente, el polimorfismo fue más grande en COI que 
para el gen cytb, dado que los parámetros estimados con las secuencias del gen COI fueron: 
h = 3, π = 0.03438, Hd = 0.275, S = 16, and θ = 0.04922, mientras que las obtenidas con las 
secuencias del gen cytb fueron: H = 5, π = 0.00645, Hd = 0.519, S = 50, y θ = 0.01482. 
 
Las frecuencias de los haplotipos estimada con las secuencias de ambos genes 
concatenados fueron 124/150 para H1, 19/150 para H2, 1/150 para H3-H8. El haplotipo H1 
estaba conformado por todos los departamentos (Antioquia, Boyacá, Nariño y Norte de 
Santander) y ambas plantas hospederas: S. tuberosum y S. phureja; los haplotipos H2, H3, 
H4, H6, H7 estuvieron compuestos por individuos colectados en Norte de Santander  y del 
cultivo S. tuberosum; el haplotipo H5  por individuos colectados en Boyacá en S. 
tuberosum y el haplotipo H8 por individuos colectados en Norte de Santander en S. 
phureja. La red haplotipica obtenida construída agrupó estos haplotipos juntos (Figura 26). 
Por otro lado, una red haplotipica fue obtenida usando las 697 secuencias  (Figura 27). Este 
árbol produjo 46 haplotipos, y se logró estimar los siguientes parámetros: π = 0.00645, Hd 
= 0.519, and θ = 0.01482. para éste caso, el haplotipo H1 estuvo compuesto de 479 
individuos incluyendo muestras de T. solanivora obtenidas de Guatemala, Costa Rica, 
Honduras, Ecuador, Venezuela, Colombia e Islas Canarias colectadas tanto en S. tuberosum 
(todas del GenBank) y S. phureja (obtenidas de Colombia). Estos resultados corroboran 
que los especímenes de los insectos colectados en los dos hospederos mencionados no están 
genéticamente diferenciados. Adicionalmente, el análisis de secuencias realizado soportan 
fuertemente que las larvas colectadas en S. phureja son identificadas como T. solanivora  
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Tabla 8. Lista de los haplotipos encontrados para T. solanivora en esta investigación con 
los marcadores mitocondriales COI y cytb, y los reportados por Pulliandre et al., (2008) y 
Torres-Leguizamón et al., (2011). 
 
Código País Region Ubicación Coordenadas 
cytb COI COI-cytb 
N Haplotipos  N Haplotipos  N Haplotipos  
2A a 15A; 27A a 30A 
Colombia 
Antioquia 
Sonsón 5º 45.352´N; 75º 19.002 W 18 1 
18 
1 
18 
1 
1A; 16A a 26A La Unión 5º 54.948´N; 75º 23.412´ W 12 12 12 
1B a 30B Boyacá Soracá 5º 30.566´N; 73º 28.539´W 30 1, 46 30 1 30 1, 5 
1NS a 30NS Norte de Santander Pamplona 
7º 20.443´N; 72º 
36.367´W 30 1, 26, 44, 45 30 2, 3 30 
1, 2, 3, 4, 6, 
7 
1N a 11N; 28N a 30N 
Nariño 
Gualmatán 0º 55.326´N; 77º 34.287´W 14 1 
14 
1 
14 
1 
12N a 27N Potosí 0º 48.055´N; 77º 34.009´W 16 16 16 
1NSC a 5NSC; 7NSC 
a 16NSC; 18NSC a 
21NSC; 25NSC, 
28NSC,  33NSC, 
74NSC, 101NSC, 
103NSC a 105NSC,  
111NSC, 128NSC. 
Norte de 
Santander (S. 
phureja) 
Pamplona 7º 20.443´N; 72º 36.367´W 30 1, 26 30 1 30 1, 8 
PG1 a PG46 Guatemala 
Puillandre, et al., (2008) 
46 
1, 2, 3, 4, 7,12, 
13, 14, 16, 20, 
21, 23, 27, 28, 
29, 30, 31, 37, 
39, 42 
  
  
PE47 a PE78 Ecuador 32 1 
PC79 a PC99 Colombia 21 1 
PV100 a PV115 Venezuela 16 1, 7, 9 
PIC116 a PIC127 Islas Canarias 12 1 
TG1 a TG137 Guatemala 
Torres Leguizamon et al., (2011) 
137 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 10, 12, 13, 
15, 17, 19, 20, 
21, 22, 24, 25, 
27, 30, 31, 32, 
34, 35, 36, 38, 
40, 43  
TCR138 a TCR276 Costa Rica 139 
1, 3, 4,  5, 10, 
11, 13, 18, 19, 
26, 33, 41 
TE277 a TE323 Ecuador 47 1, 10, 13 
TIC324 a TIC368 Islas Canarias 45 1 
TV369 a TV420 Venezuela 52 1 
 
 
dada la similitud genética encontrada y la homología obtenida entre las secuencias de éste 
insecto obtenidas del Genbank y de ésta tesis. Así mismo, los resultados obtenidos de la red 
haplotípica construída en esta sección de la tesis doctoral, sugieren que Guatemala tiene el 
nivel más alto de diferenciación genética de T. solanivora dado el al número alto de 
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haplotipos encontrados para esta población. Estos resultados demuestran que Guatemala es 
el centro de origen de ésta especie, tal como lo argumentó Torres-Leguizamón et al., 
(2011), en un estudio en el que ellos analizaron el patrón migratorio de esta plaga en Centro 
y Suramérica.  
 
 
 
Figura 26. Red de haplotipos obtenida con las secuencias concatendas COI-cytb de T. 
solanivora colectadas en S. tuberosum y S. phureja de Colombia  
 
 
Los índices de Fijación obtenidos fueron FSC (Vb/Vb +Vc) = 0.7275 (P<0.0001), FST 
(Va+Vb/VT) = 0.5687 (p<0.0001) y FCT (Va/VT)= -0.5808 (P>0.05), donde  Va = 
diferenciación entre las poblaciones, Vb = diferenciación entre dos poblaciones y Vc = 
diferenciación dentro de las poblaciones. Estos resultados indican diferenciación genética 
significativa en poblaciones de T. solanovora recolectadas en S. tuberosum obtenidas de 
Boyacá, Nariño, Norte de Santander y Antioquia tal como se encontró en el capítulo III de 
ésta tesis. Sin embargo, se determinó que no existe diferenciación genética entre S. 
tuberosum y S. phureja (de Norte de Santander) soportado esto en el valor FCT negativo 
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encontrado. Vale la pena aclarar que los valores negativos representan en Arlequin 
diferencias genéticas entre poblaciones muy  bajas (Humphries y Winker 2011) y por lo 
tanto, son efectivamente 0.0. Debido a que se encontró que no hay estructuración genética 
entre las poblaciones de T. solanivora colectadas en estos dos hopederos, los resultados de 
este trabajo sugieren que hay flujo genético entre sus poblaciones por lo que la plaga se 
mueve libremente entre ellos.  
 
 
Figura 27. Red haplotípica obtenida con el marcador mitocondrial cytb para los 46 
haplotipos de T. solanivora colectadas en S. tuberosum y S. phureja obtenidas en Colombia, 
Venezuela, Guatemala, Islas Canarias y Ecuador. 
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El análisis Tajima- Nei realizado, indicó que todas las áreas en las cuales se colectó el 
insecto, con excepción de Boyacá, fueron neutrales, demostrando que no se encuentran bajo 
presión de selección natural, o han pasado por un proceso de expansión poblacional 
reciente o  por un cuello de botella (Tabla 9) (Tajima, 1989, 1996). Los resultados 
obtenidos para Boyacá sugieren que ésta población de T. solanivora está en expansión dado 
que el valor P obtenido fue significativo, corroborando lo encontrado en el capitulo III de 
esta tesis, en la que solamente se incluyeron muestras del insecto colectadas en S. 
tuberosum 
 
Tabla 9. Test de neutralidad Tajima-Nei desarrollado para T. solanivora colectado en S. 
tuberosum y S. phureja en cuatro diferentes regiones de Colombia. 
 
    
Población N D (Tajima-Nei) p 
Antioquia 30 0.0000 1 
Boyacá 30 -1.147 0.044 
Norte de 
Santander 
30 -0.50349 
0.368 
Nariño 30 0.0000 1 
Criolla NS 30 0.0000 1 
Promedio 30 -0.41262 0.5925 
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4.6. Discusión. 
 
Los resultados obtenidos en ésta capítulo han mostrado que los haplotipos de T. solanivora 
colectados en S. tuberosum y S. phureja no se encuentran genéticamente diferenciados, 
debido a que ellos se agruparon en un mismo cluster en en la red haplotipica estimada en 
este trabajo. La red estimada para el gen cytb evidenció la similitud genética entre 
individuos de éste insecto colectadas en otros países, tales como Guatemala, Costa Rica, 
Venezuela, Ecuador, Colombia e Islas Canarias específicamente en S. tuberosum e 
individuos colectados en S. phureja en Colombia. Adicionalmente, éste gen permitió 
demostrar que las larvas colectadas en S. phureja pertencen a T. solanivora dada la alta 
similitud genética entre las secuencias analizadas en este trabajo  y las secuencias obtenidas 
del Genbank de T. solanivora de otras partes del mundo. La similitud genética entre las 
poblaciones de T. solanivora colectadas en S. tuberosum y S. phureja fue además soportada 
por el análisis AMOVA que se realizó. El estimador FCT obtenido con los genes COI y cytb 
(concatenados) no fue significativo, sugiriendo esto que actualmente la plaga esta presente 
en ambas especies de Solanum en Colombia y así mismo, un posible cambio de hospedero 
podría ocurrir en otros países donde T. solanivora está presente y las dos especies 
Solanaceae se producen en simpatria. Los cambios de hospedero en plantas por lo general 
se ven limitados a canales químicos y representan la colonización de especies de plantas 
preexistentes que son fitoquímicamente similares, pero no necesariamente 
taxonómicamente relacionadas (Menken et al., 1996), en el caso de T. solanivora, los 
hospederos son filogenéticamente relacionados y así un proceso de evolución secuencial 
podria generar en cladogramas concordantes entre hospederos e insectos demostrando que, 
por ejemplo, la evolución de la familia de una planta podría ser congruente con la familia 
de un insecto y por lo tanto sus filogenias concordantes con un patrón co-evolutivo.  
En Colombia, otra plaga entomológica, Neoleucinodes elegantalis, ha generado 
agrupaciones entre poblaciones con alta similitud genética  entre diferentes hospederos de 
la familia Solanaceae (Díaz-Montilla et al., 2013), lo cual soporta lo enunciado con 
anterioridad. Díaz-Montilla et al., (2013) realizaron un estudio en el que se secuenció el gen 
mitocondrial COI en 103 individuos de ésta plaga en poblaciones colectadas en Solanum 
	   149	  
quitoense, S. lycopersicum, S.melongena, S. betaceum, S. artroporpureum, entre otros 
hospederos. En ese trabajo, los individuos colectados en S. quitoense y S. lycopersicum se 
agruparon en conjunto y separados de los haplotipos producidos por S. melongena y S. 
betaceum. Estos resultados sugieren que existe un flujo genético entre los individuos de N. 
elegantalis colectados en el primer grupo (S. quitoense y S. lycopersicum) y entre los del 
segundo grupo (S. melongena y S. betaceum), pero no entre ambos grupos. En otro estudio,  
Díaz-Montilla et al., (2014, en prensa) estudió la variación de la genitalia de las hembras de 
N. elegantalis, encontrando que individuos colectados en S. quitoense y S. lycopersicum se 
agrupan juntos, pero separados de los colectados en S. melongena y S. betaceum, y a su vez 
agrupados aparte de los individuos colectados en S. artroporpureum. Los individuos que 
fueron agrupados juntos fueron clasificados dentro de la misma raza, dado que encontraron 
una correlación entre el tamaño de la genitalia de las hembras y el tamaño de la fruta del 
hospedero, determinándose que individuos colectados en frutas largas tenían una genitalia 
larga e individuos colectados en frutas cortas tenían genitalia corta.   
 
En Colombia, adicionalmente, Salinas-Hernández y Saldamando-Benjumea (2011) 
secuenciaron 109 individuos de Spodoptera frugiperda colectados en maiz (Zea mays), 
algodón (Gossypium hirsutum), sorgo (Sorghum vulgare), arroz (Oryza sativa) y pasto,  
identificando 43 haplotipos, donde el haplotipo 1 agrupó la mayoría de los genotipos de 
maíz, algodón, sorgo, y pocos haplotipos formaron otras redes que pertenecían a arroz y 
pasto. Esos autores concluyeron que los haplotipos de ésta especie que se agruparon juntos, 
acorde al hospedero donde fueron colectados – algodón, maíz, sorgo –tendía a migrar más 
en Colombia que los individuos que fueron colectados en arroz y pasto.  
 
Por otro lado, en ésta sección de la tesis se encontró, acorde a los resultados del análisis 
Tajima, que solamente la población de T. solanivora que se encuentra en expansión fue la 
colectada en S. tuberosum del departamento de Boyacá. Esta región de Colombia es 
caracterizada por distribuir tubérculos de papa a todos los demás lugares de Colombia, y 
por lo tanto, estos resultados corroboran el patrón migratorio de ésta especie en Colombia, 
dado que la plaga es transportada en tubérculos infestados desde el centro hacia el resto del 
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país (Agonet, 2004; Niño, 2004). 
 
Uno de los resultados más importantes obtenidos en ésta sección de la tesis, está 
relacionado con los posibles hospederos que T. solanivora pudo haber encontrado en 
Colombia o en los lugares donde el insecto es considerado una plaga importante. 
Particularmente, el resultado se refiere al conocimiento del flujo genético que ocurre entre 
los individuos de los hospederos analizados, los cuales son usados por la plaga para 
reproducirse o no. Es por esto que futuros estudios relacionados con el tema deben ser 
llevados a cabo para mejorar el manejo integrado de la plaga en Centro y Suramérica, dado 
que la monofagia de T. solanivora ha sido siempre asociada a S. tuberosum y por lo tanto, 
futuros estudios deberían concentrarse en determinar si ésta polilla utiliza otros hospederos 
diferentes de S. tuberosum y S. phureja para su subsistencia y reproducción. 
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4.7. Conclusiones. 	  
 
• Se demostró que las larvas colectadas en S. phureja pertenecen a individuos de la 
especie T. solanivora, soportados en la similitud genética encontrada con los 
individuos de ésta plaga colectados en S. tuberosum, de las diferentes regiones de 
Colombia y de Centro y Suramérica.  
 
• Se determinó que las poblaciones de T. solanivora de Colombia colectadas en 
Solanum tuberosum y S. phureja, no están genéticamente diferenciadas, lo cual 
indica que existe flujo genético entre ellas.  
 
• Derivado de los resultados obtenidos en ésta sección de la tesis, se presenta ante la 
comunidad académica, científica y productora de papa en Colombia, a Solanum 
phureja como un hospedero más de la plaga T. solanivora. 	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CAPÍTULO V 
 
ANÁLISIS BASADO EN EL USO DE MICROSATÉLITES REVELA LA 
ESTRUCTURA POBLACIONAL  Y AUSENCIA DE CUELLO DE BOTELLA EN 
T. solanivora EN COLOMBIA 
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5.1. Resumen. 
 
Tecia solanivora (Lepidoptera, Gelechiidae) representa la plaga entomológica más 
importante en el cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) en Centro, Sur América y 
España. Las larvas de éste insecto atacan los tubérculos produciendo pérdidas económicas 
que oscilan entre 50 y 100% de la producción. En esta sección de la tesis, fueron usados 
ocho (8) microsatelites  en 152 individuos de ésta plaga procedentes de Antioquia (Norte), 
Boyacá (Centro), Nariño (Sur) y Norte de Santander (Oriente) en Colombia, encontrando 
que T. solanivora está genéticamente diferenciada basados en el test AMOVA (FST = 0.094, 
P < 0.01, RST = 0.175, P<0.01). Esta diferenciación fue soportada por una análisis 
Bayesiano donde se estimaron K=2 poblaciones. Estos resultados sugieren que las 
poblaciones de Antioquia y Boyacá son genéticamente similares mientras que las 
poblaciones de Nariño y Norte de Santander están diferenciadas del resto del país, resultado 
que podría explicarse debido a que ambas se encuentran geográficamente separadas de las 
otras regiones evaluadas en este estudio. Un análisis realizado con el programa Bottleneck 
permitió determinar que T. solanivora no ha sufrido un cuello de botella reciente tal como 
lo sugieren otros autores en estudios previos a esta investigación. Se sugiere que el 
movimiento de papa realizado por el hombre ha producido la homogenización genética 
encontrada, desde Boyacá hacia el resto del país, dado que ésta región representa la 
principal región productora y comercializadora de papa en Colombia.  
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5.2. Introducción 
 
Los microsatélites o loci de secuencias simples repetidas (SSR) han sido referidas como 
repeticiones en tándem de número variable (VNTRs) y polimorfismo de la longitud de la 
secuencia simple (SSLPs), se encuentran a través del genoma nuclear de la mayoría de los 
eucariotas y en menor proporción en procariotas (Jarne y Lagoda, 1996; Vaughan y Lloyd, 
2003).  Son repeticiones en tándem (usualmente de 5 a 20) en el genoma con una longitud 
de repetición mínima de 12 pares de bases  (Goodfellow, 1992; Vaughan y Lloyd, 2003; 
Ellegren, 2004). Los que tienen un rango de 1 a 6 nucleotidos longitud son clasificados 
como mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, y hexanucleotidos repetidos (van Oppen et al., 2000). 
Estudios comparativos en insectos, con algunas excepciones (Thoren et al. 1995; Toth et al. 
2000) han sugerido que la longitud y frecuencia del microsatélite está relacionada con el 
tamaño del genoma (Hancock, 1996). Debido al alto nivel de polimorfismo, confiabilidad y 
reproducibilidad en la genotipificación mediante PCR, estas secuencias son los marcadores 
moleculares de ADN más poderosos y disponibles para estudios evolutivos y de genética de 
poblaciones (Zhang, 2004). 
 
En genética de poblaciones, los microsatélites han contribuido significativamente 
suministrando señales sobre el efecto del flujo de genes en la estructura genética de las 
poblaciones (Freeland, 2005) con implicaciones en procesos evolutivos tales como, 
genética poblacional, biología de la conservación y manejo de plagas (Peccoud et al., 2008; 
Ross y Shoemaker, 2008; Ma et al., 2011). Ellos proveen información relacionada con la 
variación genética dentro y entre individuos de una población basados en el número de 
alelos encontrados por individuo, el número de alelos fijos por población y los alelos 
compartidos entre poblaciones (Freeland, 2005). Estos marcadores han sido usados en 
varias especies de plagas incluyendo poblaciones de Bemisia tabaci (Hemiptera: 
Aleyrodidae) de la región Asia Pacífico, por De Barro et al., (2005), en un estudio en el que 
los autores encontraron que poblaciones de ésta plaga herbácea se ha estructurado en 6 
poblaciones que están genéticamente estructuradas debido a que no hay flujo genético enre 
ellas; poblaciones de Brontispa longissima (Coleoptera: Hispidae), la plaga más importante 
	   162	  
del coco en el sureste de Asia, para estudiar el comportamiento invasivo de la especie (Ma 
et al., 2011); para estimar el número de fundadores de la hormiga de fuego Solenopsis 
invicta (Hymenoptera: Formicidae) en los Estados Unidos, considerado top 100 de las 
peores especies exóticas invasivas por the World Conservation Union (Ross y Shoemaker, 
2008); para determinar la carencia de diferenciación genética entre poblaciones de la polilla 
Plutella xyllostella (Lepidoptera: Yponomeutoidea) en Australia (Endersby et al., 2006); 
para determinar el escazo nivel de diferenciación genética  de la polilla Cydia pomonella 
(L.) (Lepidoptera: Tortricidae) en Chile (Fuentes – Contreras et al., 2008); entre otros 
estudios.  
 
En Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) (Povolny, 1973), los microsatélites han 
sido desarrollados por Torres-Leguizamón et al., (2009) en un estudio en el que aislaron y 
caracterizaron nueve microsatélites para la especie, a partir de poblaciones de éste insecto 
procedentes de Centro América (Guatemala y Costa Rica). T. solanivora representa la plaga 
entomológica más importante del cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) en Centro y 
Sur América y España (Torres, 1998; Hilje, 1994; Herrera, 1997; García et al., 2002; Pozo 
y Zambrano, 2002; Niño, 2004; Bosa et al., 2005; Valderrama et al., 2007; Pulliandre et al., 
2008; Villanueva et al., 2009; Torres-Leguizamón et al., 2011) debido a que las larvas de 
éste insecto atacan los tubérculos tanto en campo como en almacenamiento, ocasionando 
pérdidas que oscilan entre el 50 y 100% de la producción (Zeddam et al., 2008). Las 
opciones actuales de control para ésta plaga se basan principalmente en el uso de 
insecticidas químicos, los cuales pueden generar resistencia en el insecto, así como 
problemas ambientales (Valderrama et al., 2007). Debido a esto, métodos de control 
biológico alternativo, tales como el uso de proteínas insecticidas de B. thuringiensis 
(Valderrama et al., 2007; Villanueva et al., 2009) y Baculovirus (Baculoviridae) (Cuartas et 
al., 2009; Chaparro et al., 2010; Quiroga et al., 2011; Espinel-Correal et al., 2010, 2012) 
han sido propuestos. 
 
Fragmentos del gen mitocondrial Citocromo B (cytb) fueron secuenciados por Puillandre et 
al., (2008), en poblaciones de T. solanivora colectadas en Centro y Sur América, 
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encontrando un bajo número de haplotipos de éste insecto en países tales como Venezuela, 
Ecuador y Colombia, argumentando que esto se debía al efecto de un cuello de botella. Más 
tarde, tal como se evidenció en uno de los capítulos de ésta tesis (Villanueva et al., 2014 
sometido) se encontró un número de haplotipos más alto para ésta especie en Colombia, 
mediante la secuenciación del gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI) y cytb.  
Villanueva et al., (2014 artículo sometido) adicionalmente realizaron un estudio genético 
poblacional para ésta plaga, encontrando que T. solanivora esta diferenciada genéticamente 
en Colombia, particularmente porque el departamento de Norte de Santander presentaba 
una mayor diferenciación respecto a los otros departamentos analizados (Antioquia, 
Boyacá, Nariño). Además, el test de de Tajima que es usualmente empleado para analizar 
reducciones o expansiones poblacionales con el uso de secuencias, demostró que las 
poblaciones de éste insecto del centro de Colombia, es decir de Boyacá, se encuentran en 
un  proceso de explosión reciente. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en estos dos 
diferentes estudios, el propósito de éste capítulo fue determinar si los microsatélites 
demostraban si  las poblaciones de T. solanivora de Colombia se encuentran genéticamente 
estructuradas y determinar, si ésta especie, ha sufrido un cuello de botella poblacional como 
lo argumentado por Pulliandre et al., (2008). Las implicaciones de este trabajo son 
importantes para el manejo integrado de la plaga, dado que las poblaciones con baja 
diferenciación genética se espera sean  controladas más fácilmente que las poblaciones con 
alta variabilidad genética (Freeland, 2005). Es de resaltar que éste aspecto no ha sido 
analizado hasta el momento en poblaciones de T. solanvora de Colombia, tal como se 
presenta en éste apartado de la tesis.  
 
 
 
	   164	  
5.3. Objetivos. 
 
5.3.1 Objetivo general. 
 
Analizar la estructura genética poblacional de la polilla Guatemalteca (Tecia solanivora) de 
poblaciones de Colombia, mediante el uso de marcadores moleculares microsatélites de 
herencia biparental y de origen nuclear 
 
5.3.2 Objetivos específicos. 
 
a) Evaluar el grado de variabilidad genética de la polilla guatemalteca T. solanivora 
mediante el uso de marcadores nucleares microsatélites en individuos de esta plaga 
procedentes de los principales departamentos paperos de Colombia. 
  
b) Determinar si la polilla guatemalteca T. solanivora presenta una estructura genética en 
Colombia, mediante el uso de microsatélites en individuos procedentes de los principales 
departamentos paperos de Colombia. 
  
c) Comprobar si las poblaciones de T. solanivora de Colombia, han sufrido el efecto de un 
cuello de botella poblacional que incida en la disminución de su variabilidad genética, tal 
como lo han reportado otros autores. 
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5.4. Materiales y Métodos 
 
5.4.1 Colecta de insectos. 
El procedimiento de colecta de este trabajo esta basado en el mencionado en el capitulo II.  
 
5.4.2 Obtención del ADN. 
ADN genómico de T. solanivora fue extraído usando el protocolo estandarizado en el 
capítulo II de esta tesis y mencionado en los capítulos III y IV .  
 
5.4.3. Amplificación de los microsatélites y genotipificación 
Ocho loci microsatélites (1A3, 5D11, 11A8, 15B5, 15F1, 15H1, 16H3, 16H5) fueron 
amplificados usando los cebadores diseñados por Torres-Leguizamón et al., (2009) con las 
condiciones estandarizadas en el capítulo 2 de ésta tesis. Las reacciones de amplificación 
para cada locus contenían 25 µL de buffer de reacción (1x), (50 mM KCl, 10 mM Tris – 
HCL pH 8.0), 2 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 0.16 µM de cada cebador, 0.2 g/L BSA, 1.5 U 
de Taq DNA polimerasa (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania) y 100 ng de DNA molde. 
Las amplificaciones fueron corridas en un termociclador iCycler termocycler (Bio – Rad, 
CA, USA) usando un paso inicial de 94ºC (2 min), seguido por 35 ciclos de  94ºC (20 s), 
55ºC (Ver tabla 2) (10 s), 70ºC (20 s), con una extensión final a 70ºC por 8 min. Todos los 
productos de PCR fueron separados en geles de poliacrilamida al 10% y los resultados 
fueron  visualizados mediante tinción con Nitrato de Plata. La confiabilidad de los 
resultados obtenidos para todos los loci fue verificda 3 veces por cada individuo para cada 
microsatélite.  
 
5.4.4. Análisis genético de las poblaciones: Microsatélites 
Se determinaron los genotipos de los microsatélites en 8 loci estandarizados por Torres-
Leguizamón et al., (2009), para inferir los parámetros genéticos de las poblaciones de T. 
solanivora de las 4 regiones muestreadas en Colombia. Se emplearon dos métodos  para 
analizar la estructura poblacional: estimaciones FST tradicionales entre las poblaciones 
independientes, y el estimador mas usado para microsatélites RST (Slatkin, 1995) usando 
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para ello el software GENALEX 6.501 (Peakal y Smouse, 2006) con 99999 permutaciones. 
Se usó el software ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005) para explorar la estructura 
genética de las muestras colectadas de ésta plaga (diversidad genética, desequilibrio de 
ligamiento con 999999 permutaciones por locus pareado, y equilibrio de Hardy–Weinberg). 
De igual forma, se infirió la tasa de flujo genético (Nm) entre las poblaciones, usando la 
ecuación Nm = 1/(4 × FST).  
 
Se ralizó un análisis demográfico genético de las poblaciones usando el software 
BOTTLENECK 1.2 (Piry et al., 1999), esperando que una especie que ha experimentado un 
cuello de botella reciente, simultáneamente disminuye el número de alelos y el nivel de 
heterocigocidad esperada. Sin embargo, el número de alelos (ko) se reduce más rápido que 
la heterocigocidad esperada. Por lo tanto, el valor de la heterocigocidad esperada calculada 
a través del número de alelos por coalescencia (Heq) es más baja que la heterocigocidad 
esperada estimada directamente desde la frecuencia de los alelos (He). Para marcadores 
neutrales, en una población en equilibrio deriva mutación génica, hay una probabilidad 
igual de que un locus dado tenga un ligero exceso o déficit de heterocigocidad sobre la 
heterocigocidad calculada desde el número de los alelos. Por el contrario, en una población 
en cuello de botella, una proporción alta de los loci analizados puede exhibir un exceso 
significativo de heterocigocidad esperada. Para medir esta probabilidad, se usaron cuatro 
procedimientos incluyendo: a) test de signos, b) test de diferencias estandarizadas, c) test de 
rangos con signo de Wilcoxon y d) descriptor gráfico de forma de la distribución de la 
frecuencia de los alelos. Para éste último, una población que no ha sufrido un evento de 
cuello de botella, producirá una distribución en forma de L (tal como se espera para una 
población estable en equilibrio de deriva y mutación génica), mientras que una población 
en cuello de botella reciente mostrará una distribución en modo variable. El test de rangos 
con signo de Wilcoxon probablemente tiene el mejor potencial cuando el número de loci 
analizados es bajo (Piry et al., 1999; Ruiz-Garcia, 2013). 
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5.4.5. Análisis Bayesiano de grupos y asignación de genotipos 
Se usó un análisis de agregación o agrupación STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al., 2000) 
para medir la probabilidad de pertenencia a un grupo o cluster, para cada uno de los 
individuos de todas las poblaciones (Antioquia, Boyacá, Norte de Santander y Nariño). Éste 
programa fue corrido con una cadena Markov Monte Carlo de 1.000.000 de pasos después 
de un periodo de 100.000 iteraciones desde K=1 hasta K=10. Cada K fue calculado en 10 
corridas independientes. La probabilidad estimada ad hoc de K (delta K) (Evanno et al. 
2005) fue empleada para estimar el número más probable de poblaciones (K) basado en la 
tasa de cambio en la probabilidad logarítmica de los datos [Ln Pr (X/K)].  
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5.5. Resultados 
 
El análisis de los datos obtenidos con los microsatélites reveló la presencia de 2 – 9 alelos 
efetivos en todos los ocho microsatéltes (Tabla 10). El microsatélite 1 produjo el número 
mayor de alelos (Antioquia = 6, Boyacá = 4, Norte de Santander = 7 and Nariño = 9), 
seguido de los microsatélites 2, 3, 4, 7 y 8, mientras que el microsatélite 6 produjo el  
número menor de alelos (Antioquia = 4, Boyacá = 5, Norte de Santander = 2 and Nariño = 
3).  
 
Se encontraron diferencias significativas entre las heterocigocidades observadas y 
esperadas para la mayoría de los microsatélites evaluados en todas las cuatro regiones, 
donde 8/32 comparaciones en equilibrio de Hardy Weinberg no fueron significativas (Tabla 
11). Se realizó el test de Bonferroni, test conservador que penaliza de mayor forma 
detectando menos diferencias de las que hay realmente en los datos, debido a que el nivel 
de significancia para el contraste global queda por debajo del fijado anteriormente (Sokal y 
Rohlf, 1995). Este test permitió adicionar tres comparaciones más al grupo de las que se 
encontraba en HWE.  
 
El análisis de varianza molecular obtenido para los estimadores RST = 0.175 (P<0.01) y FST 
=0.094 (P<0.01), valores que fueron significativos (Tabla 12), sugieren que las poblaciones 
de T. solanivora de Colombia están genéticamente diferenciadas. Los valores FST pareados 
sugieren un modelo de diferenciación poblacional donde las poblaciones de Nariño y Norte 
de Santander son las más diferenciadas del resto del país (Tabla 13). Adicionalmente, los 
microsatélites que produjeron los valores FST más altos fueron el 4, 5 y 6, mientras que los 
microsatelites 6 y 7 produjeron los valores FST y FIT más altos (Tabla 14).  Los valores RST 
obtenidos fueron más altos que los valores FST en esta especie, demostrando el poder del 
primer estimador cuando se aplica al análisis de los microsatélites (Slatkin, 1985).  
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Tabla 10. Características de cada locus microsatellite en T. solanivora de Colombia, 
incluyendo el número de alelos totales (Na), número de alelos efectivos (Ne), 
heterocigocidad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He), heterocigocidad esperada 
no sesgada (UHe) y el indice de fijación (F). 
 
Población Locus N Na Ne I Ho He uHe F 
Antioquia 
Micro 1 38 6 5.157 1.716 0.921 0.806 0.817 -0.143 
Micro 2 37 7 2.590 1.273 0.297 0.614 0.622 0.516 
Micro 3 35 5 3.032 1.265 0.371 0.670 0.680 0.446 
Micro 4 38 4 1.632 0.665 0.211 0.387 0.392 0.456 
Micro 5 38 6 4.079 1.509 0.368 0.755 0.765 0.512 
Micro 6 33 4 3.170 1.199 0.061 0.685 0.695 0.911 
Micro 7 38 6 4.997 1.675 0.105 0.800 0.811 0.868 
Micro 8 38 5 2.722 1.222 0.132 0.633 0.641 0.792 
Boyacá 
Micro 1 25 4 3.388 1.278 0.880 0.705 0.719 -0.249 
Micro 2 36 4 2.554 1.082 0.194 0.608 0.617 0.680 
Micro 3 38 7 3.780 1.475 0.368 0.735 0.745 0.499 
Micro 4 34 5 3.099 1.206 0.441 0.677 0.687 0.349 
Micro 5 38 5 2.796 1.174 0.684 0.642 0.651 -0.065 
Micro 6 32 5 3.879 1.445 0.156 0.742 0.754 0.789 
Micro 7 38 7 5.906 1.847 0.026 0.831 0.842 0.968 
Micro 8 37 6 4.430 1.608 0.459 0.774 0.785 0.407 
Norte de 
Santander 
Micro 1 36 7 4.909 1.738 0.944 0.796 0.808 -0.186 
Micro 2 38 4 3.021 1.198 0.579 0.669 0.678 0.135 
Micro 3 37 6 3.248 1.392 0.270 0.692 0.702 0.609 
Micro 4 37 4 2.788 1.149 0.459 0.641 0.650 0.284 
Micro 5 38 4 2.415 1.052 0.605 0.586 0.594 -0.033 
Micro 6 12 2 2.000 0.693 0.000 0.500 0.522 1.000 
Micro 7 38 7 4.878 1.720 0.000 0.795 0.806 1.000 
Micro 8 38 4 2.938 1.185 0.132 0.660 0.668 0.801 
Nariño 
 
Micro 1 37 9 3.574 1.669 0.568 0.720 0.730 0.212 
Micro 2 37 7 2.931 1.369 0.351 0.659 0.668 0.467 
Micro 3 38 6 3.198 1.408 0.500 0.687 0.696 0.273 
Micro 4 38 4 2.470 1.030 0.211 0.595 0.603 0.646 
Micro 5 38 4 1.904 0.790 0.368 0.475 0.481 0.224 
Micro 6 25 3 1.771 0.760 0.160 0.435 0.444 0.632 
Micro 7 38 4 3.967 1.382 0.000 0.748 0.758 1.000 
Micro 8 38 3 2.111 0.839 0.289 0.526 0.533 0.450 
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Tabla 11. Test para evaluar el equilibrio de HW para cada locus por cada población.  
            Test de Bonferroni 
Población Locus DF ChiSq Prob Signif α=0.05/n α  Signif 
Boyacá Micro 1 6 14.245 0.027 ns 0,05/4 0.013 ns 
Antioquia Micro 1 15 63.403 0.000 *** 0,05/3 0.017 * 
Nsantander Micro 1 21 110.796 0.000 *** 0,05/2 0.025 * 
Nariño Micro 1 36 111.261 0.000 *** 0,05/1 0.050 * 
  
Nsantander Micro 2 6 12.313 0.055 ns 0,05/4 0.013 ns 
Nariño Micro 2 21 43.666 0.003 ns 0,05/3 0.017 * 
Antioquia Micro 2 21 120.011 0.000 *** 0,05/2 0.025 * 
Boyacá Micro 2 6 65.660 0.000 *** 0,05/1 0.050 * 
  
Antioquia Micro 3 10 51.572 0.000 *** 0,05/4 0.013 * 
Boyacá Micro 3 21 68.152 0.000 *** 0,05/3 0.017 * 
Nsantander Micro 3 15 68.345 0.000 *** 0,05/2 0.025 * 
Nariño Micro 3 15 62.670 0.000 *** 0,05/1 0.050 * 
  
Antioquia Micro 4 6 13.016 0.043 ns 0,05/4 0.013 ns 
Nsantander Micro 4 6 18.364 0.005 ns 0,05/3 0.017 * 
Boyacá Micro 4 10 86.867 0.000 *** 0,05/2 0.025 * 
Nariño Micro 4 6 66.414 0.000 *** 0,05/1 0.050 * 
  
Nariño Micro 5 6 7.257 0.298 ns 0,05/4 0.013 ns 
Boyacá Micro 5 10 14.461 0.153 ns 0,05/3 0.017 ns 
Antioquia Micro 5 15 50.695 0.000 *** 0,05/2 0.025 * 
Nsantander Micro 5 6 40.981 0.000 *** 0,05/1 0.050 * 
  
Nsantander Micro 6 1 12.000 0.001 *** 0,05/4 0.013 * 
Antioquia Micro 6 6 87.155 0.000 *** 0,05/3 0.017 * 
Boyacá Micro 6 10 79.233 0.000 *** 0,05/2 0.025 * 
Nariño Micro 6 3 18.948 0.000 *** 0,05/1 0.050 * 
  
Antioquia Micro 7 15 136.838 0.000 *** 0,05/4 0.013 * 
Boyacá Micro 7 21 217.871 0.000 *** 0,05/3 0.017 * 
Nsantander Micro 7 21 228.000 0.000 *** 0,05/2 0.025 * 
Nariño Micro 7 6 114.000 0.000 *** 0,05/1 0.050 * 
  
Nariño Micro 8 3 16.001 0.001 ns 0,05/4 0.013 * 
Antioquia Micro 8 10 80.998 0.000 *** 0,05/3 0.017 * 
Boyacá Micro 8 15 52.812 0.000 *** 0,05/2 0.025 * 
Nsantander Micro 8 6 62.633 0.000 *** 0,05/1 0.050 * 
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Tabla 12. Análisis de Varianza Molecular realizado con individuos de T. solanivora de 
poblaciones de Colombia, para obtener los estimadores FST (a) and RST (b) 
a) 
        Source df SS MS Est. Var. % F-Statistics P Nm 
Among Pops 3 78.345 26.115 0.288 9% Fst = 0.094 0.010 2.422 
Among Indiv 148 630.026 4.257 1.471 48% Fis = 0.528 0.010 
 Within Indiv 152 200.000 1.316 1.316 43% Fit = 0.572 0.010 
 Total 303 908.372   3.074 100%       
b) 
        Source df SS MS Est. Var. % R-Statistics P Nm 
Among Pops 3 934.296 311.432 3.704 17% Rst = 0.175 0.010 1.180 
Among Indiv 148 4423.789 29.890 12.406 59% Ris = 0.710 0.010 
 Within Indiv 152 772.000 5.079 5.079 24% Rit = 0.760 0.010 
 Total 303 6130.086   21.189 100%       
 
Tabla 13. Valores FST pareados obtenidos para T. solanivora en Antioquia, Boyacá, Norte 
de Santander y Nariño. 
  Antioquia Boyacá 
Norte de 
Santander Nariño 
Antioquia 
    Boyacá 0.045 
   Norte de Santander 0.083 0.049 
  Nariño 0.101 0.063 0.036 0.000 
 
Tabla 14. Valores FIS, FIT y FST obtenidos para T. solanivora de Colombia para cada 
microsatellite. 
Locus Fis Fit Fst Nm 
Micro 1 -0.094 -0.034 0.055 4.320 
Micro 2 0.442 0.476 0.060 3.901 
Micro 3 0.458 0.473 0.027 8.871 
Micro 4 0.426 0.496 0.123 1.786 
Micro 5 0.176 0.308 0.161 1.307 
Micro 6 0.840 0.870 0.185 1.103 
Micro 7 0.959 0.960 0.047 5.106 
Micro 8 0.610 0.637 0.071 3.280 
Mean 0.477 0.523 0.091 3.709 
SE 0.120 0.111 0.020 0.901 
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Analisis de agrupamiento Bayesiano 
Mediante el software STRUCTURE, se pudo determinar las poblaciones en las que la 
mayoría de los individuos tienen una alta probabilidad  de agrupamiento (70 – 100%) con 
individuos de poblaciones separadas geográficamente (Keever et al., 2013). Para el caso de 
T. solanivora de Colombia, los resultados obtenidos sugieren que las poblaciones de 
Antioquia, Boyacá, Norte de Santander y Nariño están representadas con una alta 
probabilidad, en dos grupos o clusters (K=2) (Figura 28).  
 
 
 
Figura 28. Resultado del análisis de agrupamiento bayesiano realizado mediante el 
software STRUCTURE, para T. solanivora procedente de poblaciones de Colombia. Los 
colores representan los diferentes clusters o grupos obtenidos entre las cuatro regiones 
evaluadas.   
 
 
Aunque el valor de máxima verosimilitud determinó nueve clusters o poblaciones (K = 9) 
(Ln(P|D)= -2640.3, varianza= 380.5), el test ΔK o test de Evanno (Evanno et al., 2005) 
permitió estimar dos clusters (K= 2) como el número de poblaciones más acertado, debido 
a que produjo el mayor valor mejorado de máxima verosimilitud ΔK = 0.54 (Figura 28, 
Tabla 15).  
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Tabla 15. Test de Evanno realizado con todos los individuos de T. solanivora para 
determinar el número de K clusters. LnP = function de verosimilitud, Var = varianza; L´k = 
L (k)n –L(k)n-1;  L´´ (k) = L´(k)n L´(k)n-1; Delta k = [L´´ (k]/desv stand. 
 
	   	   	   	   	   	   	  
k Ln P(D) 
Var 
[LnP(D)] L´k L´´k DeltaK   
1 -3478.6 23.3 
    2 -3258.4 109.5 220.2000 -60.0000 -0.547945 0.5479452 
3 -3098.2 156.2 160.2000 -67.4000 -0.431498 0.4314981 
4 -3005.4 212.3 92.8000 21.8000 0.1026849 -0.102685 
5 -2890.8 249.7 114.6000 -36.3000 -0.145374 0.1453744 
6 -2812.5 291.5 78.3000 -2.2000 -0.007547 0.0075472 
7 -2736.4 308 76.1000 -78.1000 -0.253571 0.2535714 
8 -2738.4 450.4 -2.0000 100.1000 0.2222469 -0.222247 
9 -2640.3 380.5 98.1000 -133.5000 -0.350854 0.3508541 
10 -2675.7 563.7 -35.4000 35.4000 0.0627994 -0.062799 
	   	   	   	   	   	   	   
 
Finalmente, las simulaciones realizadas con el software bottleneck sugirieron que las 
poblaciones de T. solanivora de Colombia no han sufrido un efecto de cuello de botella 
reciente, dado que el test de signos, el test de diferencias estandarizadas, el test de rangos 
con signo de Wilcoxon y el descriptor gráfico de forma de la distribución de la frecuencia 
de los alelos, produjeron valores P no significativos, con excepción de Boyacá y Norte de 
Santander, que fueron significativas con el test de Wilcoxon (Tabla 16), debido a que la 
mayoría de resultados demostraron que no hubo cuello de botella, en este trabajo se 
concluye que este evento no ha ocurrido en Colombia, como lo argumentado por Pulliandre 
et al., (2008).   	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Tabla 16. Resultado con el software Bottleneck para determinar el efecto de cuellos de 
botella recientes en T. solanivora de Colombia. Ko= número de alelos observados, He= 
heterocigocidad esperada, Heq = heterocigocidad esperada bajo modelo de coalescencia, 
SD= desviación estandar, Prob= Probabilidad, SMM= Modelo de mutación paso a paso. 
        Under S.M.M.   
Population locus Ko He Heq S.D. DH/sd Prob   
Antioquia 
Micro 1 76 0.817 0.73 0.069 1.264 0.027   
Micro 2 74 0.622 0.773 0.055 
-
2.757 0.027   
Micro 3 70 0.68 0.676 0.083 0.046 0.417   
Micro 4 76 0.392 0.593 0.109 
-
1.849 0.059   
Micro 5 76 0.765 0.735 0.063 0.472 0.38   
Micro 6 66 0.695 0.6 0.102 0.936 0.157   
Micro 7 76 0.811 0.733 0.064 1.2 0.054   
Micro 8 76 0.641 0.679 0.083 
-
0.462 0.248   
Sign Test 
  
Wilconxon test 
   
  
SMM 
Prob= 0.58217 
 
SMM Prob (One 
tail for H excess)= 
0.47266 
   
  
Standarized 
differences 
test 
  
Mode Shift 
   
  
SMM 
Prob= 0.34204 
 
Normal L shaped 
distribution 
   
  
Boyacá 
Micro 1 4 0.719 0.61 0.1 1.093 0.08   
Micro 2 4 0.617 0.595 0.107 0.204 0.496   
Micro 3 7 0.745 0.776 0.051 
-
0.609 0.224   
Micro 4 5 0.687 0.68 0.08 0.088 0.458   
Micro 5 5 0.651 0.676 0.082 
-
0.302 0.303   
Micro 6 5 0.754 0.682 0.075 0.958 0.149   
Micro 7 7 0.842 0.776 0.05 1.324 0.037   
Micro 8 6 0.785 0.734 0.066 0.774 0.217   
Sign Test 
  
Wilconxon test 
   
  
SMM 
Prob= 0.30167 
 
SMM Prob (One 
tail for H excess)= 
0.03711 
   
  
Standarized 
differences 
test 
  
Mode Shift 
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SMM 
Prob= 0.10605 
 
Normal L shaped 
distribution 
   
  
Norte de 
Santander 
Micro 1 7 0.808 0.778 0.048 0.615 0.312   
Micro 2 4 0.678 0.586 0.109 0.839 0.188   
Micro 3 6 0.702 0.735 0.064 
-
0.523 0.238   
Micro 4 4 0.65 0.601 0.101 0.483 0.383   
Micro 5 4 0.594 0.597 0.108 -0.03 0.403   
Micro 6 2 0.522 0.3 0.158 1.4 0.023   
Micro 7 7 0.806 0.773 0.053 0.608 0.315   
Micro 8 4 0.668 0.594 0.108 0.69 0.278   
Sign Test 
  
Wilconxon test 
   
  
SMM 
Prob= 0.27687 
 
SMM Prob (One 
tail for H excess)=  
0.01367 
   
  
Standarized 
differences 
test 
  
Mode Shift 
   
  
SMM 
Prob= 0.07446 
 
Normal L shaped 
distribution 
   
  
Nariño 
Micro 1 9 0.73 
0.830 0.038 -2.663 
0.0200 
 
0.038 
-
2.663 0.02 
Micro 2 7 0.668 
 0.773 0.053 -1.982 
0.0530 
 
0.053 
-
1982 0.053 
Micro 3 6 0.696 
 0.731 0.067 -0.519 
0.2390 
 
0.067 
-
0.519 0.239 
Micro 4 4 0.603 
0.594 0.102 0.089 
0.4620 
 
0.102 0.089 0.462 
Micro 5 4 0.481 
 0.594 0.106 -1.065 
0.1350 
 
0.106 
-
1.065 0.135 
Micro 6 3 0.444 
0.477 0.138 -0.239 
0.3350 
 
0.138 
-
0.239 0.335 
Micro 7 4 0.758 
0.598 0.106 1.505 
0.0000 
 
0.106 1.505 0 
Micro 8 3 0.533 
 0.471 0.135 0.462 
0.3670 
 
0.135 0.462 0.367 
Sign Test 
  
Wilconxon test 
   
  
SMM 
Prob= 0.17714 
 
SMM Prob (One 
tail for H excess)= 
0.87500 
   
  
Standarized 
differences 
test 
  
Mode Shift 
   
  
SMM 
Prob= 0.0594   
Normal L shaped 
distribution         
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5.6. Discusión. 
 
El número de alelos encontrados para todos los microsatellites en T. solanivora de 
Colombia fue más bajo comparado con un estudio previo para ésta especie realizado por by 
Torres –Leguizamón et al., (2009). Esto se debe a que ellos encontraron de 8 hasta 22 
alelos en poblaciones de Guatemala y Costa Rica al tener en cuenta 28 individuos 
procedentes de Guatemala y 30 de Costa Rica. En este trabajo, se analizaron 38 individuos 
por cada region, teniendo así un total de 152 individuos analizados en Colombia. Las 
diferencias obtenidas en esta investigación y en el estudio previo mencionado, puede ser 
por varias causas. Primero que todo existen diferencias en la visualización de los patrones 
de las bandas obtenidas entre estos dos estudios, ya que ellos usaron autoradiografía y en 
ésta tesis se usó tinción con Nitrato de Plata. Otra possible explicación, es que Torres-
Leguizamón et al., (2009) analizaron poblaciones de T. solanivora de dos países 
(Guatemala y Costa Rica) donde ésta especie es originaria, o por lo menos donde se ha 
reportado como su centro de origen (Torres-Leguizamón et al., 2011), mientras que en ésta 
investigación se analizaron poblaciones de Sur América, más específicamente Colombia, 
donde la especie invadio al país en 1985 (Herrera, 1997). Debido a que las poblaciones 
fuente (ancestrales) se espera presenten una variabilidad genética mayor que las 
poblaciones fundadas (invadidas), los resultados aquí obtenidos coinciden con la historia y 
biología evolutiva de ésta especie. Sin embargo, el número de alelos encontrados por 
Torres-Leguizamón et al., (2009) es relativamente alto para haber muestreado solamente 58 
individuos silvestres de ésta especie, por lo que los resultados obtenidos en ese trabajo 
deben ser tenidos en cuenta con cautela.  
 
Los valores obtendos con los estimadores RST y FST con el análisis de varianza molecular 
(AMOVA) sugieren que T. solanivora de Colombia está geneticamente diferenciada, 
siendo el valor de RST más alto que el valor FST. Estos resultados corroboran los resultados 
obtenidos en los capítulos III y IV de ésta tesis, en la cual se secuenciaron los genes 
mitocondriales citocromo b (cytb) y citocromo oxidasa I (COI) (Villanueva-Mejía et al., 
2014-sometido), y se encontraron valores FST significativos, razón por la cual se sugiere 
	   177	  
que ésta especie tiene un flujo genetico reducido en Colombia. Los valores FST pareados 
mostraron que las poblaciones de Boyacá y Antioquia, seguido por Boyacá y Norte de 
Santander, son las poblaciones geneticamente más similares. Adicionalmente, Norte de 
Santander y Nariño produjeron los valores FST más bajos, sugiriendo ésto que existe una 
baja diferenciación genetica entre estas dos regions de Colombia. Los primeros resultados 
pueden ser explicados teniendo en cuenta que Boyacá es el principal distribuidor de papa en 
Colombia hacia el resto del país y que el movimiento del tubérculo puede ser la principal 
causa de que exista homogenización genetica entre las poblaciones de T. solanivora de 
éstas regions en Colombia. Por otra parte, Norte de Santander fue la primera región de 
Colombia que ésta plaga invadió en 1985 (Herrera, 1997) y debido a ésto, la composición 
genetica de individuos de T. solanivora de ésta región difiere de las otras regiones del país 
(Niño, 2004; Pulliandre et al., 2008) estudiadas en ésta investigación. Adicionalmente, se 
debe tener en cuenta que la producción de papa en ésta region (Norte de Santander) es 
usada principalmente para consumo domestico y por lo tanto, los tuberculos de papa 
(principal medio de movilidad de la plaga), no se distribuye a otras regions de Colombia. 
Para el caso de Nariño, se detectó la más alta diferenciación genetica que en las demás 
regiones evaluadas en esta investigación. Este resultado podría ser explicado debido a que 
Nariño es la región con la mayor cantidad de variedades de papa Solanum tuberosum 
cultivadas en Colombia, incluídas Parda Pastusa y Diacol Capira, Tucarreña e Ica Puracé 
(Espinal et al., 2005; Agronet, 2014) mientras que en el resto del país, la variedad más 
sembrada es Diacol Capira. Adicionalmente, allí se suma la papa criolla (Solanum phureja) 
como otra de las especies de papa cultivada (Espinal et al. 2005; Agronet 2014). Como 
consencuencia, en Nariño los individuos de T. solanivora podrían tener  una oferta de 
hospederos más alta y variada que en otras regiones de Colombia y por lo tanto tendría mas 
posibilidades de cambiar o usar otros hospederos. Es por todo lo anterior, que se se hace 
necesario futuros estudios ecológicos y genéticos, para demostrar si ésta plaga ha invadido 
ya otras especies de papa diferentes a S. tuberosum.   
 
A pesar de haber encontrado que T. solanivora de Colombia está genéticamente 
diferenciada, es importante mencionar que tanto los valores RST como FST encontrados, son 
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bajos. Esto podría ser explicado por la historia de colonización de ésta especie en 
Colombia, país que invadió recientemente, 1985 (Herrera, 1997). Un resultado similar fue 
obtenido con Plutella xyllostela (Lepidoptera, Plutellidae) en Australia, donde la especie 
invadió recientemente (hace 120 años), pero contrariamente a T. solanivora, P. xyllostela 
no está diferenciada genéticamente en ese país (Endersby et al., 2006).    
 
Otro aspecto que podría explicar los resultados obtenidos con el análisis AMOVA, es la 
biología de T. solanivora, debido a que se ha reconocido que ésta especie tiene una baja 
habilidad de dispersión (Fedepapa, 1995; Villanueva y Saldamando, 2013) y por lo tanto, 
las poblaciones con baja habilidad de dispersion tienden a tener un bajo nivel de flujo 
genético y como consecuencia, estructura poblacional tal como se encontró en esta tesis.  
 
Los resultados obtenidos mediante el software STRUCTURE mostraron que T. solanivora 
de Colombia está diferenciada en K= 2 poblaciones, resultados que soportan lo obtenido 
previamente en el análisis AMOVA. Las K=2 poblaciones están compuestas por un cluster 
en el aque se agrupan individuos procedentes de Antioquia y Boyacá y un segundo cluster 
en el que se agrupan los individuos de Norte de Santander y Nariño. La figura 2 muestra 
que Boyacá es la región que mas comparte la mayoría de los genotipos entre todas las 
regiones evaluadas. Esto podría ser explicado por la ubicación de Boyacá (centro del país) 
y el papel que juega como distribuidor de papa, donde los tubérculos se transportan hacia el 
resto del país y adicionalmente, es una región que recibe una gran cantidad de papa 
procedente de otras regiones de Colombia, para que desde allí se distribuyan a otras 
regiones. El movimiento de papa desde Boyacá hacia las demás regiones homogeniza las 
poblaciones de T. solanivora desde ésta región (población fuente) hacia otras regiones 
donde la papa es considerada un cultivo primordial. Antioquia representa una de las 
regiones mas productoras de papa en Colombia y a su vez, recibe tubérculos desde Boyacá 
y Cundinamarca, movimiento que podría explicar la similitud genética encontrada entre 
ésta región (Antioquia) y Boyacá. Por otra parte, Norte de Santander fue el primer lugar 
que invadió T. solanivora en Colombia, mientras que Nariño es una de las regiones más 
diversas, en cuanto a variedades de papa como hospederos para ésta plaga, sumando a esto 
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su cercanía con Ecuador, país donde se produce una gran cantidad de variedades y especies 
de papa del género Solanum. De otro lado, como se mencionó anteriormente, Nariño es la 
región geográficamente mas distante de las demás evaluadas en ésta investigación, además 
de estar separada por las montañas de los Andes, cadena montañosa que podría ser una 
barrera importante para el flujo de genes en ésta especie, tal como lo demostró Diaz-
Montilla et al., (2013), en un estudio llevado a cabo en Neoleucinodes elegantalis 
(Lepidoptera, Crambidea) mediante la secuenciación del gen mitochondrial COI, en 109 
individuos procedentes de Colombia. Estos autores sugirieron que las montañas de los 
Andes jugaron un rol importante en la diferenciación genetica de la especie en éste país, 
dado que encontraron cuatro haplotipos geneticamente diferenciados por el efecto de ésta 
barrera geografica sobre la reducción de su flujo de genes. Cabe resaltar que N. elegantalis 
es otra especie asociada a cultivos de la familia Solanaceae (Solanum quitoese, S. 
melongena, S. betaceum, S. artroporpureum, entre otras), tal como T. solanivora, y que es 
una especie que ha mostrado una gran variabilidad genética en el sur de Colombia, 
particularmente en el Macizo colombiano ubicado en la region de Nariño.  
 
En general, T. solanivora es considerada una especie monófaga mientras que N. elegantalis 
es considerada una especie oligófaga. Estas dos especies de plagas se encuentran 
gengenticamente diferenciadas en Colombia, mientras que Spodoptera frugiperda 
(Lepidoptera, Noctuidae), que es una especie polifaga, no se encuentra geneticamente 
estructurada en éste país (Salinas-Hernández y Saldamando-Benjumea, 2011). Todos estos 
resultados podrían ser explicados por el nivel de asociación planta hospedera–plaga, donde 
T. solanivora tiene una restricción más alta de hospederos que las otras plagas. La 
asociación a plantas hospederas tiene una alta relevancia sobre el nivel de diferenciación 
genetica de los insectos, debido a que T. solanivora representa una especie que esta 
geneticamente diferenciada debido a su fuerte asociación a Solanum tuberosum y su escaza 
habilidad de dispersion. 
 
Finalmente, el análisis realizado mediante el software BOTTLENECK produjo resultados 
que sugieren que T. solanivora no ha sufrido un reciente cuello de botella poblacional, tal 
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como lo argumentó Pulliandre et al., (2008).  En esta investigación se sugiere que las 
diferencias obtenidas entre éste estudio y el reportado por Pulliandre et al., (2008), se debe 
a que los últimos autores analizaron un numero bajo de individuos por población en 
Venezuela, Ecuador y Colombia, y por lo tanto, el número de haplotipos obtenido en cada 
país fue bajo. Esos autores argumentaron la baja presencia de haplotipos al efecto de un 
cuello de botella y no por el bajo número de muestras analizadas (efecto de la deriva 
genetica). En un capítulo anterior de ésta tesis (Villanueva-Mejía et al., 2014-sometido) se 
encontró un número alto de haplotipos en T. solanivora de Colombia al genotipificar un 
mayor número de muestras por población (por region analizada) y adicionalmente, por 
analizar dos genes mitocondriales (cytb y COI), los cuales tienen tasas de mutación 
diferentes, que permitiron corroborar la incidencia de un adecuado marcador molecular 
para insectos en cuanto a estudios geneticos se refiere. Adicionalmente, en ésta 
investigación se realizó un test de Tajima que sugirió que ésta especie no ha sufrido cuello 
de botella y que por el contrario, poblaciones tales como Boyacá, se encuentran en 
expansion. Estos resultados corroboran el movimiento del tuberculo de papa en Colombia, 
desde la region central hacia las otras regiones, y además, el poder invasivo de ésta plaga en 
Colombia. 
 
Vale la pena culminar esta discusion mencionando que las estrategias para el control 
integrado de T. solanivora en Colombia requieren la información obtenida en esta 
investigación, dado el flujo genetico demostrado entre la region de Boyacá y las otras 
regions del país. Estos resultados implican que el manejo de la plaga deberá ser diferente en 
Antioquia y Boyacá vs Nariño y Norte de Santander, tal como se encontró en el análisis de 
los FST pareados y las K=2 subpoblaciones determinadas usando STRUCTURE. 
Adicionalmente hay una posibilidad latente de que el movimiento de genes confiera 
resistencia a insecticidas entre las poblaciones con alto flujo de genes, teniendo en cuenta 
que los alelos de resistencia podrán esparcirse rápidamente a través del páis gracias al 
patron migratorio de T. solanivora. Por otro lado, individuos de T. solanivora de las 
regiones de Norte de Santander y Nariño deben ser incluídas en futuros bioensayos en los 
que nuevos insecticidas esten siendo evaluados en Colombia, debido a la alta riqueza 
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alélica encontrada en estas regions, dado que ésto podría sugerir una respuesta diferencial 
de individuos de éstas poblaciones a los controladores que se estén evaluando. 
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5.7. Conclusiones 
 
• El análisis mediante marcadores moleculares microsatélites permitió establecer que 
las poblaciones colombianas de T. solanivora están genéticamente diferenciadas, 
corroborando lo encontrado con los marcadores moleculares mitocondriales, lo que 
implica un flujo genético reducido entre las poblacionesde este insecto en este país. 
 
• Se determinó que T. solanivora presenta una estructura genética en Colombia, 
definida en K=2 poblaciones, con una población en la que se agrupan individuos 
procedentes de Antioquia y Boyacá y una segunda población en la que se agrupan 
los individuos de Norte de Santander y Nariño. 
 
• El análisis BOTTLENECK realizado en individuos de T. solanivora de Colombia, 
basado en el uso de marcadores microsatélites, indicó que las poblaciones de éste 
país no han sufrido un cuello de botella reciente, lo que implica que su variabilidad 
genética no se encuentra reducida y que por el contrario, poblaciones como Boyacá 
se encuentran en expansión, teniendo en cuenta lo encontrado con los análisis de los 
marcadores moleculares. 
 
• Para efectos de evaluación de productos en Colombia que tiendan a controlar las 
poblaciones de T. solanivora, se sugiere incluir individuos procedentes de las 
regiones de Norte de Santander y Nariño, debido a la alta riqueza alélica encontrada 
en estas regiones, y la diferenciación genética de la plaga que tiene ésta región 
papera del país con relación a otras regiones.  
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CAPÍTULO VI 
 
CARACTERIZACIÓN DEL GENOMA MITOCONDRIAL DE LA POLILLA DE 
LA PAPA Tecia solanivora  	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6.1. Resumen. 
 
Para el año 2013 se reportaron en bases de datos 138 genomas mitocondriales completes 
(mitogenomas) de insectos del orden Lepidóptera, incluyendo 47 especies pertenecientes a 
6 superfamilias. Sin embargo, de la familia Gelechiidae, a la cual pertenece Tecia 
solanivora, la plaga entomológica más perjudicial en el cultivo de la papa (Solanum 
tuberosum), no se conoce aún. Teniendo en cuenta la importancia del conocimiento de los 
mitogenomas en insectos considerados plaga para el desarrollo de estudios filogenéticos, 
filogeografía, genética de poblaciones, diagnóstico molecular, así como para la 
identificación de nuevos genes relevantes para futuros estudios biotecnológicos, se 
desarrolló este capítulo de la tesis, que pretendió caracterizar el mitogenoma de T. 
solanivora empleando para ello la plataforma Illumina HiSeq 2000. Se determinó que el 
mitogenoma de éste insecto tiene un tamaño de 15,251 pb, con una alta inclinación por las 
bases nitrogenadas A+T, con 37 genes mitocondriales (13 PCGs, 22 tRNA y 2 rRNA) y 
una extensa región no codificante rica en A+T (región control) de 325 pb de longitud. 
Comparaciones estructurales y funcionales del mitogenoma de éste insecto con otros del 
orden Lepidópteros fueron realizadas. Se presenta por primera vez a la comunidad 
científica el mitogenoma de la plaga más limitante en Centro y SurAmérica, en cuanto al 
cultivo de papa se refiere, lo cual permite ampliar su conocimiento y será el punto de 
partida de futuras investigaciones y aplicaciones biotecnológicas que permitan mejorar su 
manejo integrado. 	  	  	  	  	  
 
	   193	  
6.2. Introducción. 
 
Los genomas mitocondriales (mitogenomas) de insectos suelen ser moléculas circulares de 
doble hebra, con longitudes entre 14.000 a 20.000 pares de bases. Contienen 13 genes que 
codifican proteínas (PCGs), 2 genes ARN ribosomales (rRNA) y 22 genes de ARN de 
transferencia (tRNA) necesarios para traducir los genes codificantes de proteínas y 
elementos de control no codificantes que regulan la replicación y la transcripción del 
genoma mitocondrial (Boore, 1999; Yang et al., 2013). Los mitogenomas son importantes 
en diversos aspectos de la genética de un organismo, ya que son comúnmente empleados 
para realizar estudios filogenéticos, filogeografía, genética de poblaciones, diagnóstico 
molecular, así como para la identificación de nuevos genes que son relevantes para futuros 
estudios (Cameron y Whiting, 2008 ). Al igual que en muchos otros grupos de insectos, el 
genoma mitocondrial es una rica fuente de marcadores genéticos en el orden Lepidoptera 
(Yang et al., 2013), por lo que su estudio ha ido evolucionando rápidamente durante los 
últimos años. En 2013, se reportaron en bases de datos 138 mitogenomas de insectos del 
orden Lepidoptera, incluyendo 47 especies pertenecientes a 6 superfamilias (Yang et al, 
2013). Este tipo de resultados son importantes para el desarrollo adecuado de estudios en 
sistemática molecular, particularmente en especies poco conocidas como Tecia solanivora. 
 
Tecia solanivora (Povolny, 1973) (Lepidoptera: Gelechiidae) representa la plaga 
entomológica más perjudicial para el cultivo de papa (Solanum tuberosum) en América 
Central, del Sur, y España (Pulliandre et al., 2008; Torres-Leguizamón et al., 2011), la cual 
fue reportada por primera vez en Centroamérica, más concretamente en Guatemala (Torres, 
1998; Bosa et al., 2005; Niño, 2004; Valderrama et al., 2007; Pulliandre et al., 2008; 
Villanueva et al., 2009; Torres-Leguizamón et al., 2011). Las larvas de este insecto atacan 
los tubérculos de papa causando pérdidas económicas entre el 50 y el 100% (Zeddam et al., 
2008). Las opciones de control para esta plaga se basan principalmente en el uso intensivo 
de insecticidas químicos, que potencialmente puede generar problemas ambientales y de 
resistencia en insectos (Valderrama et al., 2007), lo que genera la necesidad de desarrollar 
métodos alternativos de control biológico, tales como los basados en el uso de proteínas 
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insecticidas de Bacillus thuringiensis (Valderrama et al., 2007; Villanueva et al., 2009) y 
Baculovirus (Baculoviridae) (Cuartas et al., 2009; Espinel-Correal et al., 2006, 2010, 2012; 
Carpio et al., 2013). 
 
La mayoría de los estudios realizados en T. solanivora se han centrado en el manejo 
integrado de la plaga, mientras que la genética de la plaga y la biología evolutiva, son poco 
conocidos. Torres-Leguizamón et al., (2011) realizó un estudio sobre el patrón migratorio 
de la plaga en Centro, Sur América y España, mientras que Pulliandre et al., (2008) reportó 
la posibilidad de un efecto de cuello de botella en las poblaciones de esta plaga que 
migraron hacia América del Sur, estudios que han sido objeto de análisis y controversia en 
los capítulos anteriores de esta tesis (Villanueva et al., 2014a, 2014b).  
 
Atendiendo la escasez del conocimiento genético de T. solanivora, se planteó este capítulo 
de la tesis que buscó realizar el primer estudio de caracterización del genoma mitocondrial 
de la plaga, dado que hasta el momento solo se conocen secuencias parciales de algunos de 
sus genes mitocondriales (Pulliandre et al., 2008; Torres-Leguizamón et al., 2011) y ningún 
insecto de la familia Gelechiidae ha sido estudiado con este objetivo. Esto permitirá ampliar 
y mejorar las bases de datos del conocimiento de la plaga, y será el punto de partida de 
futuras aplicaciones biotecnológicas. 
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6.3. Objetivos. 
 
6.3.1 Objetivo general. 
 
Caracterizar el genoma mitocondrial de la polilla de la papa (Tecia solanivora).  
 
6.3.2 Objetivos específicos. 
 
a) Obtener el genoma de T. solanivora en una agrupación que contenga las secuencias 
características de los genes mitocondriales de insectos.  
 
b) Establecer la composición génica, contenido nucleotídico y uso de codones del 
mitogenoma de T. solanivora.  
 
c) Establecer analogía y diferencias estructurales entre el mitogenoma de T. solanivora con 
los mitogenomas de otros lepidópteros.  
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6.4. Materiales y Métodos. 
 
6.4.1. Colecta de insectos.  
El procedimiento de colecta de este trabajo esta basado en el mencionado en el capitulo II.  
 
6.4.2. Preparación del ADN.  
El ADN genómico de T. solanivora se extrajo usando el protocolo estandarizado en el 
capítulo II de esta tesis y mencionado en los capítulos III, IV y V.  
 
6.4.3. Secuenciación y ensamble del genoma 
El ADN total fue secuenciado mediante la plataforma Illumina HiSeq 2000 en la 
instalación científica de secuenciación de alto rendimiento de la Universidad de Carolina 
del Norte, Chapel Hill. Se utilizó la estrategia “shotgun” en todo el genoma para producir 
fragmentos pareados de 100-bp (tamaño del inserto 342-bp). Las secuencias brutas 
obtenidas fueron revisadas y filtradas utilizando un código de comandos (script) basado en 
criterios de calidad definidos en esta investigación. Los fragmentos pareados fueron 
ensamblados de novo para la formación de secuencias cada vez mas grandes usando el 
software ensamblador VELVET 1.2.10 (Zerbino y Birney, 2008), con un parámetro k-mer 
optimizado de 99, valor que fue elegido una vez probados todos los valores impares en el 
rango de 91-99, el cual proporcionó la secuencia más cercana al mtADN. Mediante 
comparaciones realizadas entre las secuencias de Tecia solanivora y secuencias reportadas 
de mtADN en el Genbank del NCBI, se identificó la secuencia (contig) de mtADN de T. 
solanivora con una cobertura de 200X. Cualquier discrepancia que se produjera, 
especialmente en las regiones de homopolímero, fueron editados manualmente.  
 
6.4.4. Anotación del genoma 
Con el fin de predecir los genes codificantes de proteínas (PCGS), los genes rRNA y los 
genes tRNA, el mtADN de T. solanivora fue examinado por las características de las 
secuencias, empleando el anotador automático de genes mitocondriales disponible en línea 
(Dual Organellar Genome Anotation [DOGMA], http: // dogma .ccbb.utexas.edu) (Wyman 
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et al., 2004). Los genes se identificaron manualmente mediante la comparación de 
secuencias mtADN de otros insectos lepidópteros previamente secuenciados, usando para 
ello la herramienta Blastn y la base de datos GeneBank.	  	  
Las secuencias codificantes de proteínas de T. solanivora fueron traducidas a proteínas 
putativas según el Código Mitocondrial Genético de Invertebrados utilizando MEGA 
versión 5.2.2 para la posterior determinación del Uso Relativo de Codones Sinónimos 
(RSCU) (Tamura et al., 2011). La composición del análisis skew fue llevada a cabo de 
acuerdo a las formulas ATskew=[AT]/[A+T] y GCskew=[GC]/[G+C], respectivamente. La 
composición nucleotídica se calculó utilizando MEGA versión 5.2.2 (Tamura et al., 2011). 
Las secuencias intergénicas y regiones overlaps se identificaron mediante la herramienta 
SeqBuilder del software DNAStar (DNAStar Inc. Madison, Wisconsin, EE.UU.) y fueron 
extraídas manualmente. La representación gráfica del mitogenoma de T. solanivora se 
realizó a través de esta misma herramienta. 
 
	   198	  
6.5. Resultados. 
 
6.5.1 Estructura y organización del genoma. 
En la secuenciación de la librería, se obtuvo una cobertura de 24 veces el genoma, con un 
total de 346’029.936 fragmentos, cada uno de 100nt (total 84 GB de información). El 
mitogenoma T. solanivora es una molécula circular cerrada de 15,251 pb de tamaño (Figura 
29). Este contiene el conjunto típico de 37 genes mitocondriales (13 PCGs, 22 tRNA y 2 
rRNA) y una extensa región no codificante rica en A+T (región control) de 325 pb de 
longitud. Se determinó que 24 genes fueron transcritos en la hebra codificante pesada 
(hebra-H), mientras que los otros 13 genes se transcribieron en la hebra codificante ligera 
(hebra-L) (Tabla 17). La disposición y orientación de los genes mitocondriales de T. 
solanivora comienza con un agrupamiento de genes tRNA, seguido por los genes 
codificantes de proteínas con el resto de tRNAs situados entre algunos de estos genes, 
seguidos por un agrupamiento en el cual se encuentran los rRNAs y la región control. La 
organización de los genes se presenta en la Figura 30.  
La composición nucleotídica del mitogenoma de T. solanivora es altamente inclinado por 
las bases nitrogenadas A+T (78,2%) (A: 38,6%, T (U): 39,6%, C: 13,3% y G: 8,4%)  y 
exhibe tanto AT-skew como CG-skew negativos de -0,013 y -0,226, respectivamente. 
(Tabla 18 y 19).  
 
6.5.2 Genes codificantes de proteínas (PCGs). 
Se calculó el contenido de A+T en tres posiciones de codones de la secuencia codificante 
de proteínas (PCG) y la composición de A+T en la secuencia completa (Tabla 18). La 
primera posición tiene un alto contenido de A+T (78.9%), mientras que las posiciones 
segunda y tercera tienen 73.2% y 76.8%, respectivamente. De los 13 PCGs, nueve están 
codificados en la hebra-H (ATP6, ATP8, COI, COII, COIII, Cytb, NAD2, NAD3 y NAD6) 
mientras que el resto (NAD1, NAD4, NAD4l y NAD5) están codificados en la hebra-L. 
Ocho de los trece PCGs inician en codones típicos ATN (Isoleucina y metionica). El codón 
de inicio ATG fue identificado en cuatro genes (COII, ATP6, NAD4 y NAD4l), el codón 
ATT en los genes ATP8 y NAD5, el codón ATA en los genes NAD6 y cytb, el codón AAC 
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en los genes NAD2 y COIII, y en el resto de los genes (COI, NAD3 y NAD1) se 
identificaron codones de inicio únicos, CGA, TTA y GAT, respectivamente. Once de los 
PCGs presentaron el codón de parada completo TAA y para el gen NAD1 el codón de 
parada TAG excepto para el gen COII, en el cual se identificó el codón de parada 
incompleto (T).  
 
Se calculó el número de codones por mil codones (CDpT, por sus siglas en inglés, Codons 
Per Thousand Codons), estableciéndose que las cinco familias de aminoácidos más 
frecuentes en el mitogenoma de T. solanivora son Leucina (LeuI), Isoleucina (Ile), 
Fenilalanina (Phe), Metionina (Met) y Asparagina (Asn), tal como se evidencia en la figura 
31. Adicionalmente se determinó el Uso Relativo de Codones Sinónimos (RSCU), 
identificándose TTA (tRNA-Leu1), TCT (tRNA-Ser2), GCT (tRNA-Ala) y GCA (tRNA-
Arg) y ACT (tRNA-Thr), como los cinco codones más frecuentes. Los valores de este 
análisis (RSCU) son mostrados en la Figura 32.   
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Figura 29. Mapa del genoma mitocondrial de T. solanivora. Los PCGs (nombres azul con 
subrayado) codificados en la hebra-H son las flechas azul claro (en igual dirección a las 
manecillas del reloj), el resto van en dirección opuesta. Los tRNAs fueron designados con 
letra negra y el código del aminoácido correspondiente. Los rRNAs se indicaron con letra 
verde y la región rica en A+T (región control) se indica con letra roja. 
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Tabla 17. Resumen del genoma mitocondrial de Tecia solanivora 
Gene Direction Position (bp) Length (bp) Anticodon Start codon Stop codon 
trnM-Met Forward 1-68 68 CAT     
trnI-Ile Forward 70-134 65 GAT     
trnQ-Gln Reverse 136-204 69 TTG     
NAD2 Forward 271-1269 999   AAC TAA 
trnW-Trp Forward 1268-1336 69 TCA     
trnC-Cys Reverse 1329-1394 66 GCA     
trnY-Tyr Reverse 1406-1471 66 GTA     
COI Forward 1475-3010 1536   CGA TAA 
trnL-Leu 
(UUR) Forward 3006-3073 68 TAA     
COII Forward 3074-3754 681   ATG T 
trnK-Lys Forward 3756-3826 71 CTT     
trnD-Asp Forward 3837-3904 68 GTC     
ATP8 Forward 3905-4072 168   ATT TAA 
ATP6 Forward 4066-4743 678   ATG TAA 
COIII Forward 4758-5531 774   AAC TAA 
trnG-Gly Forward 5534-5600 67 TCC     
NAD3 Forward 5607-5954 348   TTA TAA 
trnA-Ala Forward 5964-6030 67 TGC     
trnR-Arg Forward 6030-6095 66 TCG     
trnN-Asn Forward 6101-6166 66 GTT     
trnS-Ser 
(AGN) Forward 6181-6246 66 GCT     
trnE-Glu Forward 6247-6315 69 TTC     
trnF-Phe Reverse 6314-6380 67 GAA     
NAD5 Reverse 6364-8097 1734   ATT TAA 
trnH-His Reverse 8113-8178 66 GTG     
NAD4 Reverse 8183-9523 1341   ATG TAA 
NAD4l Reverse 9523-9816 294   ATG TAA 
trnT-Thr Forward 9819-9883 65 TGT     
trnP-Pro Reverse 9884-9949 66 TGG     
NAD6 Forward 9952-10476 525   ATA TAA 
Cytb Forward 10497-11636 1146   ATA TAA 
trnS-Ser Forward 11646-11712 67 TGA     
NAD1 Reverse 11730-12656 927   GAT TAG 
trnL-Leu Reverse 12669-12736 68 TAG     
rrnL Reverse 12737-14065 1329       
trnV-Val Reverse 14089-14155 67 TAC     
rrnS Reverse 14157-14926 770       
A+T region   14927-15251 325       
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Figura 30. Disposición de los genes del mitogenoma de T. solanivora. Los genes 
codificantes de proteínas están marcados en gris claro, los genes rRNA en verde claro, la 
región control en rojo y los genes tRNA están designados por la letra del aminoácido 
correspondiente (blanco). Las celdas de color café y las líneas horizontales representan los 
genes que cambiaron de posición. 
 
Tabla 18. Composición nucleotídica del mitogenoma de T. solanivora. 
nt % 
Total 
en 
mtDNA 
Secuencia codificante 
de proteínas 
PCGs 
concatenados rRNAs tRNAs IGs 
región 
rica A+T 
    1st# 2nd# 3rd#           
A% 38,6 32,3 30,9 31,9 31,7 43,8 40,5 42,4 42,8 
T% 39,6 46,6 42,3 44,9 44,7 39,9 40,2 45,3 48,3 
C% 13,3 11,0 13,4 11,0 11,7 5,2 8,1 8,6 6,2 
G% 8,4 10,0 13,5 12,2 11,9 11,1 11,2 3,7 2,8 
A+T% 78,2 78,9 73,2 76,8 76,4 83,7 80,7 88,7 91,1 
C+G% 21,7 21,0 26,9 23,2 23,7 16,3 19,3 12,3 9,0 
AT-
Skew% -0,013 -0,181 -0,156 -0,169 -0,170 0,047 0,004 -0,033 -0,060 
GC-
Skew% -0,226 -0,048 0,004 0,052 0,008 0,362 0,161 -0,398 -0,378 
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Tabla 19. Comparación de la composición nucleotídica y skewness entre T. solanivora y 
otros mitogenomas de lepidópteros. 
Especies Longitud (bp) A% G% T% C% A+T% G+C% AT-skew GC-skew 
T. solanivora 15,251 38,6 8,4 39,6 13,3 78,2 21,7 -0,013 -0,226 
A. selene 15,236 38,54 8,05 40,37 13,03 78,91 21,08 -0,023 -0,236 
C. raphaelis 15,314 39,37 7,30 43,29 10,04 82,66 17,34 -0,047 -0,158 
E. pyretorum 15,327 39,17 7,63 41,65 11,55 80,82 19,18 -0,031 -0,204 
A. yamamai 15,338 39,26 7,69 41,04 12,02 80,30 19,71 -0,022 -0,220 
C. 
boisduvalii 15,360 39,34 7,58 41,28 11,79 80,62 19,37 -0,024 -0,217 
S. cynthia 
ricini  15,384 39,65 7,81 40,13 12,41 79,78 20,22 -0,006 -0,227 
M. sexta  15,516 40,67 7,46 41,11 10,76 81,78 18,22 -0,005 -0,181 
A. pernyi 15,566 39,22 7,77 40,94 12,07 80,16 19,84 -0,021 -0,217 
A. honmai 15,680 40,15 7,88 40,24 11,73 80,39 19,61 -0,001 -0,196 
 
 
 
Figura 31. Distribución de codones en T. solanivora, codones por mil codones (CDpT).   
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Figura 32. Uso relativo de codones sinónimos en T. solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae). 
Las familias de codones se encuentran en el eje X y el RSCU en el eje Y. Este mitogenoma 
presenta todos las posibles familias de codones existentes en Lepidoptera. 
 
6.5.3 Genes RNA de transferencia (tRNAs) y ribosomales (rRNAs). 
Se determinó un conjunto típico de 22 tRNAs en el mitogenoma de T. solanivora, con un 
contenido alto en A+T (80,7%), dentro de los cuales se encontraron algunas traslocaciones 
en comparación con los ordenes Diptera y Orthoptera (Figura 30). Las longitudes de los 
genes tRNAs van desde 65 a 71 pb y se encuentran distribuidos por todo el mitogenoma del 
insecto, mostrando un AT-skew positivo (0,004). Respecto a los genes rRNAs, se 
identificaron dos subunidades,  el rRNA-large (rRNA-L)  y el rRNA-small (rRNA-S), con 
una longitud total de 2099 pb y un contenido de A+T de 83,7% y AT-skew positivo (0,047) 
(Tabla 16). El gen rRNA-L está situado entre tRNA-Leu1 y tRNA-Val con una longitud de 
1329 pb, mientras que el gen rRNA-S está situado entre tRNA-V y la región control, con una 
longitud de 770 pb (Tabla 17). 
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6.5.4 Regiones no codificantes y overlaps 
Las regiones no codificantes del ADN mitocondrial de T. solanivora, sin incluir la región 
control,  suman un total de 245 pb, compuesto por 23 secuencias espaciadoras intergénicas, 
que van desde 1 a 66 pb y presentan un alto contenido de A+T (87,7%) (Tabla 18). 
 
Se identificaron cinco secuencias espaciadores intergénicas principales de al menos 17 pb 
de longitud (S1, S2, S3, S4 y S5). La secuencia intergénica S1 (66 pb) se encuentra situada 
entre los genes  tRNA-Gln y NAD2. La secuencia intergénica S2 (23 pb), encontrada entre 
rRNA-large y tRNA-Val. La secuencia intergénica S3 (20pb), encontrada separando los 
genes NAD6 y cytb, y las secuencias intergénicas S4 y S5, poseen la misma longitud 
(17pb), donde S4 separa los los genes tRNA-Ser2 y NAD1, y contiene un motivo 
“ATACTAA”. Finalmente, la secuencia intergénica S5 se encuentra separando los genes 
ATP6 y COIII.  
Por otro lado, en el mitogenoma de T. solanivora, fueron identificadas tres secuencias 
overlap (OLS) principales, designadas como OLS1, OLS2 y OLS3. La secuencia overlap 
OLS1 se encuentra entre tRNA-Trp y tRNA-Cys con una longitud de 8 pb, OLS2 se 
encuentra entre ATP8 y ATP6 (7 pb) y OLS3 se encontró situada entre tRNA-Phe y NAD5, 
presentando la mayor longitud con un total de 17 pb. 
 
6.5.5 Región rica en A+T 
La región rica en A+T, se encuentra situada entre  los genes rRNA-S y tRNA-Met y contiene 
el 91,1% de A+T, exhibiendo AT-skew y GC-skew negativos (-0,060 y -0,378), 
respectivamente. Esta es una estructura conservada que incluye el motivo "ATAGA" 
seguido de un tramo de poli-T de 17 pb. 
Adicionalmente, dentro de esta región se identificaron 8 secuencias microsatélites 
presentando entre 3 y 10 repeticiones. Las tres secuencias microsatélites mas 
representativas fueron: (TAA)4, (AT)8 y (TAT)7, sin embargo no se pueden menospreciar 
las secuencias microsatélites (T)6 y (A)10. Estas son secuencias de un solo nucleótido que se 
repiten y son denominadas mononucleótidos repetidos (Van Oppen et al, 2000). 
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6.6. Discusión 
 
Se presenta por primera vez a la comunidad científica, el genoma mitocondrial de T. 
solanivora, insecto considerado la plaga entomológica más perjudicial para el cultivo de la 
papa (Niño, 2004; Valle, 1997). Los 15.251 pb caracterizados están acordes al tamaño de 
los demás genomas mitocondriales de insectos lepidópteros reportados. Se identificó el 
conjunto de los 37 genes mitocondriales y la región control como en la mayoría de los 
mtADN de insectos (Lu et al., 2013). La disposición y orientación de los genes 
mitocondriales de T. solanivora fue idéntico al de las otras polillas del orden Lepidoptera 
como Tryporyza incertulas (Cao et al., 2014), Corcyra cephalonica (Wu et al., 2012, 
Adoxophyes honmai (Lee et al., 2006), Apocheima cinerarius (Liu et al., 2014), Amata 
emma (Lu et al., 2013), Attacus atlas (Chen et al., 2014), Bombyx mori (Dai et al., 2013), 
Caligula boisduvalii (Hong et al., 2008), Chilo auricilius (Cao y Du, 2014), Corcyra 
cephalonica (Wu et al., 2012), Diaphania pyloalis (Zhu et al., 2013), Dichocrocis 
punctiferalis (Wu et al, 2012), Manduca sexta (Cameron y Whiting, 2008), Ostrinia 
nubilalis, Ostrinia furnicalis (Coates et al., 2005), Samia cynthia ricini (Kim et al., 2012), 
Sasakia funebris (Wang et al., 2013) entre otros. Sin embargo T. solanivora posee algunas 
diferencias en comparación con los genes de los mitogenomas de Aedes aegypti (Behura et 
al., 2011) y Acrida cinerea (Liu y Huang, 2010), insectos del orden Diptera y Orthoptera, 
respectivamente, en los cuales la posición de tRNA-M (Met) se encuentra entre los genes 
tRNA-Q (Gln) y NAD2, mientras que éste gen en T. solanivora difiere de la organización 
ancestral de los genes en insectos (A+T-región, tRNA-I, tRNA-Q, tRNA-M) (Wu et al., 
2012), identificándose el gen tRNA-M entre la región control y el gen tRNA-Ile (I). 
Adicionalmente, en el mitogenoma de T. solanivora se encontró que  después del gen COII 
esta ubicado el gen tRNA-Lys (K), contrario a lo identificado en el mitogenoma de A. 
cinerea, donde el gen tRNA-Asp (D) está ubicado después del gen COII. Por otro lado, en el 
mitogenoma de T. solanivora se identificó el gen NAD3 previo a el gen tRNA-Ala (A), 
mientras que en A. aegypti se observa el tRNA-Arg (R).  
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En cuanto a la composición nucleotídica del mitogenoma de T. solanivora, la tendencia de 
los valores de Adenina (A) y Timinas (T) (A+T=78.2%), se encuentra dentro del rango 
reportado para los otros genomas mitocondriales de lepidópteros previamente secuenciados, 
como en Actias selene (78.91%) (Liu et al., 2012), Coreana raphaelis (82.66%) (Kim et al., 
2006), E. pyretorum (80.82%) (Jian et al., 2009), A. yamamai (80.29%) (Kim et al., 2008), 
C. boisduvalii (80.62%) (Hong et al., 2008), S. cinthia (79,78%) (Kim et al., 2012), M. 
sexta (81.79%) (Cameron y Whiting, 2008), A. pernyi (80,16%) (Liu et al., 2008) y A. 
honmai (80,39%) (Lee et al., 2006), entre otros. Estos mitogenomas, incluyendo el de T. 
solanivora, presentaron tanto AT-skew como GC-skew negativos, indicando que presentan 
mayor contenido de T que de A, con 39,6% y 38,6%, respectivamente, resultado similar a 
lo identificado en los mitogenomas anteriormente mencionados. Sin embargo para otros 
mitogenomas de lepidópteros han sido reportado resultados  contrarios, los cuales presentan 
mayor porcentaje de A que de T, entre estos se encuentran, O. nubilalis (A: 41,3% , T: 
38,8%), O. furnacalis (A: 41.46%, T: 38.92%), B. mori C108 (A: 43,06%, T: 38,30%) 
(Yukuhiro et al, 2002), Phthonandria atrilineata (A: 40.78%, T: 40.24%) (Yang et al., 
2009) Ochorogaster lunifer (A: 40.09%, T: 37.75%) (Salvato et al., 2008), Chinese Bombix 
mandarina (A: 43.11%, T: 38.48%), A. atlas (A: 39,8%, T: 39,5%), entre otros. 
 
Por otro lado el contenido de Citosina (C) en el mitogenoma de T. solanivora (13,3%) fue 
mayor al porcentaje de Guanina (G) (8,4%) lo cual es similar a los porcentajes identificados 
en la mayoría de los mitogenomas de lepidópteros actualmente conocidos, excepto en 
Antheraea yamamai (G: 10,71%, C: 10,35%) (Kim et al., 2008), E. pyretorum (G: 10,61%, 
C: 7,45) y Artogeia melete (G: 11.33%, 8,65%) (Hong et al., 2009). 
 
Respecto a los genes codificantes de proteínas, el contenido de A+T calculado en las tres 
posiciones de codones mostraron algunas diferencias con respecto a lo obtenido en otros 
mitogenomas de lepidópteros. En T. solanivora el contenido de A+T para la primera 
posición fue mayor (78,9%) al obtenido en esta misma posición para el mitogenoma de A. 
emma (73,1%), Antheraea pernyi (72,9%) (Liu et al., 2008), Caligula boisduvalii (73,8%), 
Samia Cynthia ricini (72,9%), Bombyx mandarina (75,0%) (Yukuhiro et al., 2002) y 
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Manduca sexta (74,8%), pues para estos lepidópteros la tercera posición fue la que presentó 
mayor contenido en A+T, sin embargo para T. solanivora en la tercera posición se 
identificó un porcentaje intermedio (76,8%)  y en la segunda posición se identificó el 
menor porcentaje de A+T (73,2%). Para la primera posición de los codones se determinó 
tanto AT-skew como el GC-skew, negativos, indicando mayor inclinación por las bases 
nitrogenadas T y C, sin embargo para la segunda y tercera posiciones se determinó AT-
skew negativos (-0,156 y -0,169), respectivamente pero, GC-skew ligeramente positivos 
(0,004 y 0,052), indicando mayor sesgo por G que por C. Dicha tendencia también fue 
observada al determinar GC-skew para la secuencia global de los 13 PCGs concatenados 
(0,008), para la cual se determinó un AT-skew negativo (-0,170), comportamiento también 
evidenciado en E. pyretorum y A. yamamai, en los cuales se identificó AT-skews de -0.164 
y -0.163, respectivamente y GC-skews de 0.020 y 0.017, respectivamente. La inclinación 
de la composición nucleotídica por las bases, refleja tasas de sustitución desiguales y 
heterogeneidad en cuanto a la composición entre taxa (Liu et al., 2014). Adicionalmente 
estos resultados sugieren que la selección activa en la composición nucleotídica puede ser 
ocasionada por la superación de las presiones de mutación (Cameron y Whiting, 2008). 
 
Al comparar los codones de inicio, para T. solanivora se identificó como codón de inicio en 
ocho genes, codones típicos ATN (isoleucina y metionina), frecuentemente encontrado en 
la mayoría de insectos Lepidoptera (Kim et al., 2014; Cameron y Whiting, 2008). Para los 
genes NAD2 y COIII, se identificó como codón de inicio la tripleta AAC y el resto de los 
genes (COI, NAD3 y NAD1) presentaron codones de inicio únicos, CGA, TTA y GAT, 
respectivamente. Al compararse los codones de inicio identificados en los genes del 
mitogenoma de T. solanivora con los del mitogenoma de T. incertulas, se pudo observar 
que  en este último seis de los genes codificantes de proteínas (PCGs) utilizaron ATG como 
codón de inicio (ATP6, COII, COIII, NAD4l, Cytb y NAD1) (Cao et al., 2014), siendo 
ATP6, COII y NAD4l comunes entre ambos mitogenomas. Por otro lado en C. cephalonica, 
tres de los PCGs también presentaron el codón de inicio ATG (ATP6, NAD4 y NAD4l) y 
el codón ATT fue identificado en tres genes (NAD2, NAD6 y NAD5) de los cuales solo el 
NAD5 fue común entre este mitogenoma y el de T.solanivora (Wu et al., 2012). El codón 
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ATA fue identificado en el gen NAD6, mientras que en T. incertulas este codón fue 
identificado en el gen ATP8, sin embargo para este gen tanto en T. solanivora como en C. 
cephalonica se identificó el codón de inicio ATT. El codón de inicio putativo CGA 
(arginina) es común en el gen COI de los lepidópteros (Fenn et al., 2007; Cameron y 
Whiting, 2008), considerado una característica sinapomorfica de este tipo de insectos (Kim 
et al., 2014), característica identificada en lepidópteros como C. cephalonica, Ostrinia 
nubilalis, Ostrinia furnacalis, M. sexta, algunas mariposas de la familia Hesperiidae (Kim 
et al., 2014) y en T. solanivora. Sin embargo la mayoría de grupos de insectos carecen de 
un codón de inicio estándar para la traducción del gen COI. La naturaleza rica en 
nucleótidos de los mtADN de insectos, resulta en una alta probabilidad de encontrar una 
tripleta no codificante o codificante dentro del tRNA-tyr, lo cual puede llevar a errores de 
anotación generalizada en el gen COI (Stewart y Beckenbach., 2009). 
 
Estudios previos han considerado la posibilidad de que la iniciación de la traducción del 
gen COI involucre una secuencia inusual de cuatro o seis nucleótidos (tetranucleótido 
ATAA, TTAA, GTAA y ATTA o hexanucleótido ATTTAA), localizada inmediatamente 
antes del primer codón codificante, secuencia que al parecer funciona como iniciador de la 
traducción de este gen, como ocurre en la mayoría de insectos del orden Díptero, tal como 
Drosophila yakuba (Clary y Wolstenholme., 1983). No obstante Margam et al., (2011) 
encontraron en Maruca vitrata, inmediatamente antes del codón de inicio putativo CGA, la 
secuencia nucleotídica TTAG. Esto fue comparado mediante un alineamiento de 19 
genomas de especies Lepidoptera, determinando que esta secuencia tetranucleotídica solo 
se conserva en un 55.6% de los genes COI analizados, lo que sugiere que puede haber 
flexibilidad en la función de esta secuencia, o que puede que no funcione como un codón 
de inicio. 
 
En cuanto a los codones de parada, se identificó el codón TAA en once de los PCGs, lo 
cual concuerda con lo encontrado en los mitogenomas de T. incertulas, S. funebris, S. 
cynthia, A. emma, y lepidópteros de la familia Hesperiidae (Kim et al., 2014), entre otros. 
El codón de parada TAG, se identificó en el gen NAD1, similar a lo encontrado por Kim et 
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al., (2014) en cinco hespéridos. En síntesis doce de los trece PCGs presentan codones de 
parada completos, sin embargo, para el gen COII se identificó el codón de parada 
incompleto T, fenómeno encontrado en la mayoría de mitogenomas de insectos incluyendo 
lepidopteros secuenciados hasta la fecha (Cameron y Whiting., 2008; Kim et al., 2014), lo 
cual podría explicarse como un sitio de reconocimiento por parte de algunas endonucleasas 
que dividen el pre-mRNA policistrónico, en cual se produce una poliadenilación 
postranscripcional, lo que resulta en un codón de parada funcional (TAA) (Ojala et al., 
1981; Cameron y Whiting., 2008; Cao et al., 2014). 
 
Se calculó el número de codones por mil codones (CDpT), determinándose que las cinco 
familias de aminoácidos más frecuentes en el mitogenoma de T. solanivora son Leucina 1 
(Leu1), Isoleucina (Ile), Fenilalanina (Phe), Metionina (Met) y Asparagina (Asn), aunque 
también podrían considerarse otras familias de codones como tRNA-Ser2, tRNA-Tyr y 
tRNA-Gly, quienes presentan al menos 50 codones (CDs) por cada mil codones, tal como se 
evidencia en la figura 31. La tendencia por las familias de aminoácidos Leu, Ille, Phe y 
Met, parecen ser comunes con insectos de las familia Crambidae (Cao et al., 2014), 
Pyralidae (Wu et al., 2012), Erebidae (Lu et al., 2013) y Ennominae (Zhu et al., 2013). 
 
A partir del análisis del uso relativo de codones sinónimos en el mitogenoma de T. 
solanivora se pudo determinar que los codones TTA (tRNA-Leu1), TCT (tRNA-Ser2), 
ACT (tRNA-Thr), GCT (tRNA-Ala) y GCA (tRNA-Arg) y son los cinco más frecuentes. El 
aminoácido Leu1 es un aminoácido hidrófobo, que tiene la tasa de uso más alta, el cual 
puede estar relacionado con función condriosomica, es decir que codifica para muchas 
proteínas trans-membrana (Lu et al., 2013). El codón ACG (ARNt-Thr) es el codón mas 
raramente encontrado en el mitogenoma de T. solanivora. En todos los mitogenomas se 
observa que las familias de codones mas frecuentes están constituidas en su gran mayoría 
por A y/o T. 
 
Se identificaron 22 tRNAs en el mitogenoma de T. solanivora con longitudes desde 65 a 71 
pb, rango común en la mayoría de lepidópteros, entre ellos las especies más cercanas a T. 
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solanivora como C. cephalonica (64-73 pb) y T. incertulas (61-76 pb). Catorce tRNAs se 
codifican en la hebra-H y ocho en la hebra-L, comportamiento similar en casi todos los 
mitogenomas de lepidópteros actualmente conocidos. La composición nucleotídica de los 
tRNAs es altamente sesgada a las bases A-T, sumando un total de 80,7 con AT-skew 
ligeramente positivo (0,004) y GC-skew claramente positivo (0,161), indicando que los 
tRNAs presentan mayor inclinación por las bases nitrogenadas A y G, que por T y C. Este 
resultado es similar a los reportados por Jiang et al., (2009) para E. pyretorum (AT-
skew=0.039 y GC-skew=0.174) y por Hong et al, 2009 para A. melete (AT-skew=0.034) y 
GC-skew=0.142) 
 
El mitogenoma de T. solanivora cuenta con dos rRNAs, los cuales han sido reportados en 
todos los mitogenomas de insectos conocidos, incluyendo los outgrops. Estos rRNAs 
suman una longitud total de 2099 pb y se distinguen entre rRNA-Small de 770 pb y rRNA-
Large de 1,329 pb, valores encontrados dentro del rango de longitudes reportado para otros 
lepidópteros que van desde 1,314 pb en Euploea mulciber en Nymphalidae (Hao et al, 
2013) hasta 1,378 pb para Cupido argiades en la familia Lycanidae en cuanto al rRNA-L y 
para el rRNA-S desde 739 para Protantigius superans en Lycanidae, hasta 788 pb en 
Acraea issoria en la familia Nymphalidae (Kim et al., 2014). Los rRNAs de T.solanivora, 
presentan un contenido de A+T de 83,7%, valor encontrado dentro del rango normal 
reportado en lepidópteros como C. cephalonica de 80.43, 82.8 en T. incertulas  y 85.1% en 
Dichocrocis punctiferalis (Wu et al., 2012). Adicionalmente se encontró tanto para el AT-
skew como para el GC-skew valores positivos (0.047 y 0.362) respectivamente.  
 
Las secuencias intergénicas o regiones no codificantes del ADN mitocondrial de T. 
solanivora presentan longitudes que están en un rango desde 1 a 66 pb y suman un total de 
245 pb repartidas en 23 regiones intergénicas. La mayoría de las regiones intergénicas 
fueron de longitud corta (≤15 pb) dentro de las cuales consideramos las cinco de mayor 
longitud como las más significativas. La secuencia intergénica S1 posee una longitud de 66 
pb y se encuentra separando los genes tRNA-Gln y NAD2, la cual es una secuencia común 
encontrada en el mtADN de lepidópteros (Lu et al, 2013), y no ha sido identificada en 
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insectos no-lepidópteros (Cameron y Whiting., 2008), encontrándose en un rango de 
longitudes que abarca desde 38 pb en T. incertulas (Cao et al., 2014) hasta 88 pb en Sasakia 
charonda (Wu et al., 2012). Esta secuencia espaciadora puede ser considerada como un 
marcador en los mitogenomas de lepidópteros, la cual probablemente constituya el orden 
ancestral de los genes en sus mitogenomas y probablemente sea originada a partir de una 
duplicación parcial del gen NAD2 (Cao et al., 2014).  
 
La secuencia intergénica S2 (23 pb), se encuentra separando los genes rRNA-large y el 
tRNA-Val. La secuencia intergénica S3 (20 bp), encontrada separando los genes NAD6 y 
Cytb y las secuencias intergénicas S4 y S5, poseen la misma longitud (17 pb), donde S4 se 
encuentran separando los genes tRNA-Ser2 y NAD1, la cual contiene el motivo 
“ATACTAA”, que es característico en todos los lepidópteros hasta la fecha secuenciados 
(.Cameron y Whiting, 2008; Cao et al., 2012; Lu et al., 2013). Se propuso que este motivo 
puede ser un sitio de reconocimiento realizado por la proteína implicada en la terminación 
de la transcripción (mtTERM) (Taanman, 1999). Esta secuencia intergénica aunque es una 
región muy conservada en lepidópteros, ha sido encontrada en un rango de longitud que va 
desde 17 a 20 pb. 
 
En el mitogenoma de T. solanivora, fueron identificadas ocho secuencias overlap (OLS) 
que van desde 1 a 17pb. Las principales regiones overlap fueron designadas como OLS1, 
OLS2 y OLS3. Las secuencias OLS1 localizadas entre tRNA-Trp y tRNA-Cys con una 
longitud de 8 pb y OLS2 localizada entre ATP8 y ATP6 (7 pb) son consistentes en el orden 
Lepidoptera aunque difieren en sus longitudes (kim et al., 2009; 2014). Adicionalmente se 
identificó una inusual región overlap (OLS3), localizada entre tRNA-Phe y NAD5, la cual 
no presenta previos reportes presentando la mayor longitud con un total de 17 pb. 
 
Finalmente, la región rica en A+T-rica, se encontró situada entre los genes rRNA-S y tRNA-
Met, con una longitud de 325 pb y un contenido de 91,1% en A+T, presentando AT-skew 
negativo (-0.060), es decir que existe mayor sesgo por la base nitrogenada Timina, tal como 
ha sido reportado para los mtADN de lepidópteros conocidos hasta la fecha, excepto para 
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A. honmai, para la cual se reportó un AT-skew positivo (0.028), indicando mayor sesgo por 
las Adeninas. La longitud de esta región en lepidópteros es variable, encontrada desde 258 
pb en Potanus flavus (Hesperiidae) hasta 1270 pb en Papilio maraho (Papilioninae) (Kim 
et al., 2014). Esta es una estructura conservada comúnmente encontrada en los insectos del 
orden Lepidoptera que incluyen el motivo "ATAGA" seguido de un tramo de poli-T de 
longitud variable (15 a 17 pb) e inmediatamente seguido por el tRNA-Met (Salvato et al., 
2008; Zhao et al., 2011; Kim et al., 2014). En T. solanivora este tramo consta de 17 
nucleótidos de Timina. Se considera que este tramo es un elemento fundamental para la 
regulación de genes y es una característica común en insectos del orden Lepidóptera 
(Salvato et al., 2008; Zhao et al., 2011), por lo tanto, este tramo de poli-T parece funcionar 
como un posible sitio de reconocimiento para la iniciación de la replicación de la hebra 
menor del mtADN (Cao et al., 2014; Wang et al., 2013; kim et al., 2014)..Adicionalmente 
fueron identificadas ocho secuencias microsatélites dentro de la región control en el 
mitogenoma de T. solanivora, de las cuales se consideran (TAA)4, (AT)8 y (TAT)7, los 
microsatélites mas representativos, sin embargo, las secuencias microsatélites (T)6 y (A)10 
denominadas mononucleótidos repetidos (Van Oppen et al, 2000) e identificadas dentro de 
la región control de T. solanivora, pueden ser de gran utilidad como marcadores 
moleculares en este insecto. En la mayoría de mitogenomas de insectos lepidópteros ha sido 
reportada de forma común el microsatélite (AT)8. Este microsatélite se encuentra precedido 
por el motivo “ATTTA” el cual es común en las regiones control de los mitogenomas de 
insectos (Cameron y Whiting, 2008; Kim et al, 2014), aunque esta difiere en el número de 
repeticiones. En S. funebris fue identificado el microsatélite (AT)8 idéntico al encontrado en 
T. solanivora, pero en los demás mitogenomas reportados hasta la fecha, ha sido 
identificado (AT)n, donde n posee valores entre 7 y 12 (Lu et al., 2013; Cao et al, 2014). 
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6.7. Conclusiones 
 
• El genoma mitocondrial completo de T. solanivora resultó ser una molécula circular 
cerrada de 15,251 pb de longitud compuesto por los 37 genes mitocondriales típicos 
de insectos lepidópteros (13 genes codificantes de proteínas (PCGs),  22 genes 
tRNA y 2 genes rRNA), más una región rica en A+T (región control).  
 
• La disposición de los tRNA ancestrales de insectos (CR, tRNA-I, tRNA-Q, tRNA-M), 
no fue identificada en el mitogenoma de T. solanivora, pero si se identificó el orden 
de este agrupamiento de tRNAs comúnmente encontrado en lepidópteros (CR, 
tRNA-M, tRNA-I, tRNA-Q).  
 
• La composición nucleotídica del mitogenoma de T. solanivora es altamente sesgado 
a las bases nitrogenadas A+T (78.2%), característica común en todos los 
mitogenomas de lepidópteros, el cual exhibe valores AT-skew consistentes con la 
asimétrica presión de mutación..  
 
• Las regiones intergénicas no codificantes y los microsatélites son características 
comunes del mtDNA Lepidoptera, sin embargo, el mitogenoma de T. solanivora 
presenta mononucleotidos repetidos dentro de la región rica en A+T, que pueden 
servir como futuros marcadores moleculares para la familia Gelechiidae. 
 
• El mitogenoma de T. solanivora es el primer genoma mitocondrial reportado de 
insectos de la familia Gelechiidae, lo cual proporciona diversas características 
generales de lepidópteros, especialmente de la familia Gelechiidae no antes 
conocidas, además de las bases para desarrollar futuras investigaciones y 
herramientas biotecnológicas acerca de esta importante plaga de la papa.	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7. CONCLUSIONES FINALES DE LA TESIS 	  
 
• Un protocolo para la extracción de ADN de T. solanivora fue estandarizado. Las 
condiciones del mismo fueron definidas a partir del procedimiento reportado por 
Salinas- Hernández y Saldamando-Benjumea (2011), con varias modificaciones. 
 
• Los cebadores reportados por Torres Leguizamon et al., (2011) y Puillandre et al., 
(2008)  para la amplificación del gen cytb en Tecia solanivora, así como los 
reportados por Nagoshi et al., (2007) para la amplificación del gen COI en S. 
frugiperda, no permitieron la obtención de fragmentos específicos en individuos de 
ésta plaga procedentes de Colombia, motivo por el cual nuevos cebadores fueron 
desarrollados y estandarizados para los análisis moleculares necesarios en esta 
investigación.  
 
• Se ajustaron las condiciones de amplificación de los cebadores reportados por 
Torres-Leguizamon et al., 2009 para la amplificación de loci microsatélites en T. 
solanivora colectados en diferentes regiones de Colombia.  
 
• Se determinó que las poblaciones de T. solanivora de Colombia están 
genéticamente estructuradas, siendo la población de Norte de Santander la más 
diferenciada del resto de las poblaciones. 
 
• Las poblaciones de T. solanivora de Antioquia, Boyacá y Nariño son genéticamente 
similares, posiblemente debido al alto flujo de semilla de papa desde la zona centro 
del país a las demás regiones. 
 
• El marcador molecular mitocondrial COI fue mejor marcador que el cytb, dado que 
permitió evidenciar la estructura genética poblacional en Colombia y el grado de 
expansión de las poblaciones de T. solanivora de Boyacá. 
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• El análisis basado en las secuencias del gen cytb con individuos de T. solanivora de 
Colombia, con los reportados en el Genbank procedentes de Centro y Suramérica, 
determinó que las poblaciones de T. solanivora de Colombia, Ecuador e Islas 
Canarias son similares genéticamente y a su vez distantes de las poblaciones de 
Venezuela, quienes a su vez son más distantes genéticamente de las poblaciones de 
Guatemala. 
 
• El análisis basado en las secuencias del gen cytb de poblaciones de T. solanivora de 
Colombia, con las reportadas en el Genbank, confirmó el modelo migratorio de la 
plaga (Torres-Leguizamón et al. 2011), resultados que demuestran que las 
autoridades fitosanitarias relacionadas con el control de T. solanivora en Centro y 
Suramérica deben concentrar sus esfuerzos en evitar el movimiento transfronterizo 
de semilla de papa infestada con la plaga. 
 
• Se demostró que las larvas colectadas en S. phureja pertenecen a individuos de la 
especie T. solanivora, soportados en la similaridad genética encontrada con los 
individuos de ésta plaga colectados en S. tuberosum, de las diferentes regiones de 
Colombia y de Centro y Suramérica.  
 
• Se determinó que las poblaciones de T. solanivora de Colombia colectadas en 
Solanum tuberosum y S. phureja, no están genéticamente diferenciadas, lo cual 
indica que existe flujo genético entre ellas.  
 
• Se presenta ante la comunidad académica, científica y productora de papa en 
Colombia, a Solanum phureja como un hospedero más de la plaga T. solanivora. 
 
• El análisis mediante marcadores moleculares microsatélites permitió establecer que 
las poblaciones colombianas de T. solanivora están genéticamente diferenciadas, 
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corroborando lo encontrado con los marcadores moleculares mitocondriales, lo que 
implica un flujo genético reducido entre las poblaciones de este insecto en este país. 
 
• Se determinó que T. solanivora presenta una estructura genética en Colombia, 
definida en K=2 poblaciones, con una población en la que se agrupan individuos 
procedentes de Antioquia y Boyacá y una segunda población en la que se agrupan 
los individuos de Norte de Santander y Nariño. 
 
• El análisis BOTTLENECK realizado en individuos de T. solanivora de Colombia, 
basado en el uso de marcadores microsatélites, indicó que las poblaciones de éste 
país no han sufrido un cuello de botella reciente, lo que implica que su variabilidad 
genética no se encuentra reducida y que por el contrario, poblaciones como Boyacá 
se encuentran en expansión, teniendo en cuenta lo encontrado con los análisis de los 
marcadores moleculares. 
 
• El genoma mitocondrial completo de T. solanivora resultó ser una molécula circular 
cerrada de 15,251 pb de longitud compuesto por los 37 genes mitocondriales típicos 
de insectos lepidópteros (13 genes codificantes de proteínas (PCGs),  22 genes 
tRNA y 2 genes rRNA), más una región rica en A+T (región control).  
 
• La disposición de los tRNA ancestrales de insectos (CR, tRNA-I, tRNA-Q, tRNA-M), 
no fue identificada en el mitogenoma de T. solanivora. Por el contrario, el orden 
que siguió este agrupamiento de tRNAs fue CR, tRNA-M, tRNA-I, tRNA-Q.  
 
• La composición nucleotídica del mitogenoma de T. solanivora es altamente sesgado 
a las bases nitrogenadas A+T (78.2%), característica común en todos los 
mitogenomas de lepidópteros, pero exhibiendo AT-skew ligeramente negativo.  
 
• El mitogenoma de T. solanivora es el primer genoma mitocondrial reportado de 
insectos de la familia Gelechiidae, lo cual proporciona bases para desarrollar futuras 
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investigaciones y herramientas biotecnológicas acerca de esta importante plaga de la 
papa.	  	  
• Para efectos de evaluación de productos en Colombia que tiendan a controlar las 
poblaciones de T. solanivora, se sugiere incluir individuos procedentes de las 
regiones de Norte de Santander y Nariño, debido a la alta riqueza alélica encontrada 
en estas regiones, y la diferenciación genética de la plaga que tiene ésta región 
papera del país con relación a otras regiones.  
 
• Se presenta a la comunidad académica y científica de Colombia y el mundo, una 
amplia gama de conocimientos generados desde la genética de poblaciones, 
filogeografía, biología evoltuvia y genómica, de uno de los insectos más limitantes 
del cultivo de la papa, lo cual podrá traducirse en aplicaciones que propendan hacia 
el mejoramiento de planes de manejo integrados de la plaga.  	  	  	  	  
